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SAZETAK

Prsut je jedan od najcjenjenijih mesnih proizvoda na trziStu ¢ija je kvaliteta uvjetovana
tehnoloskim postupkom i biokemijskim promjenama koje se odvijaju tijekom proizvodnje.
Znanstvenim istrazivanjima na razli¢itim vrstama prSuta utvrdeno je kako je tijek i intenzitet
proteolitickih, lipolitickih i oksidacijskih procesa tijekom prerade uvjetovan razliitim
faktorima, posebno temperaturom te udjelom soli i vode. Cilj ovoga rada je bio istraziti utjecaj
brzine i intenziteta proteoliti¢kih, lipolitickih i oksidacijskih procesa na teksturu, boju i aromu
dimljenog prSuta, prate¢i promjene na proteinima i lipidima kroz cijeli proizvodni proces.

Istrazivanje je provedeno na Dalmatinskom prsutu, dimljenom prsutu koji u skladu s
europskim zakonodavstvom nosi zaStienu oznaku zemljopisnog podrijetla (ZOZP), a
predstavlja proizvodno najznacajniji prSut na domacem trzistu. Istrazivanje je provedeno na
ukupno 60 uzoraka prSuta. Uzorci prSuta (n=10) su izuzeti nakon svake od Sest faza
proizvodnog procesa: sirovi butovi, nakon soljenja, nakon dimljenja, nakon suSenja, nakon
zrenja (prsut starosti 12 mjeseci) 1 nakon produljenog zrenja (prSut starosti 18 mjeseci).
IstraZivani parametri simultano su pra¢eni na dva najvaznija misic¢a buta biceps femoris (BF) i
semimembranosus (SM).

Provedeno je instrumentalno odredivanje parametara boje (L*, a*, b*) i analiza profila
teksture (TPA) te fizikalno-kemijskih parametara. Proteoliticke promjene pracene su
odredivanjem proteolitickog indeksa (standardnom metodom i metodom s Cd-ninhidrinom),
analizom sastava proteina primjenom SDS-elektroforeze (SDS-PAGE) i sastava aminokiselina
1 dipeptida primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC). Lipoliticke
promjene pracene su odredivanjem profila masnih kiselina primjenom plinske kromatografije
(GC). Oksidacijske promjene na mastima 1 proteinima pracene su spektrofotometrijski,
odredivanjem koncentracija malondialdehida u uzorku (MDA/kg) primjenom TBARS testa 1
odredivanjem udjela proteinskih karbonila DNPH metodom (nmol karbonila/mg proteina).
Analiza profila hlapivih spojeva arome provedena je primjenom plinske kromatografije s
masenom spektrometrijom (GC-MS). Senzorsko ocjenjivanje dimljenoga prSuta nakon faze
zrenja (prsut starosti 12 mjeseci) i produljenog zrenja (prsut starosti 18 mjeseci) provedeno je
primjenom kvantitativne deskriptivne senzorske analize.

Istrazivani parametri statisticki su se zna€ajno (p<0,05) mijenjali u BF 1 SM tijekom
proizvodnje. Odredene su razlike u tijeku istrazivanih procesa i koli¢ini nastalih produkata
izmedu miSic¢a. U BF je odredena visa (p < 0,05) vrijednost parametra svjetline (L*), crvenosti

(a*) 1 zutine (b*), vode, pepela 1 NaCl-a, dok su u SM su odredeni visi udjeli proteina. TPA



analizom utvrdena je veca adhezivna sila, adhezivnost i kohezivnost u BF, a veéa tvrdoca,
gumenost, zvakljivosti i prijelom u SM.

Odreden je porast stupnja proteolize koji je bio poprac¢en nakupljanjem proteolitickih
produkata i progresivnom degradacijom proteina, posebno u BF. SDS-PAGE analizom utvrden
je pad relativnih intenziteta vecine proteinskih vrpci. Naintenzivnija razgradnja odredena je u
sarkoplazmatskoj frakciji za fosforilazu B (97,0 kDa), podrucje 64,1 - 41,7 kDa, gliceraldehid
fosfat dehidrogenazu (36,7 kDa) i mioglobin (18,5 kDa), a u miofibrilarnoj za vrpce 130 kDa,
a-aktinin (96,7 kDa) i podrucje 28,1 kDa -16,9 kDa. Razgradnja miofibrilarnih proteina tijekom
proizvodnje odvijala se mnogo vec¢im opsegom i intenzitetom u BF. Odreden je statisticki
znacajan (p < 0,05) porast udjela ukupnih aminokiselina i pad udjela dipeptida u oba misica
tijekom proizvodnje. U gotovom dimljenom prSutu u najvi§im su udjelima odredene
glutaminska kiselina, lizin, alanin i leucin. Na kraju proizvodnje BF je sadrzavao vise udjele (p
< 0,05) ukupnih aminokiselina i dipeptida u odnosu na SM.

Izmedu profila masnih kiselina BF i SM nisu odredene znacajnije razlike tijekom
proizvodnje dimljenoga prSuta. Predominantne masne kiseline u gotovom prSutu bile su
oleinska (C18:1c), palmitinska (C16:0), stearinska (C18:0), linolna (C18:2cn6) i miristinska
(C14:0) kiselina. BF i SM dimljenog prSuta sadrzavali su 38,72-38,77 % SFA, 51,59-52,64 %
MUFA i 8,56-9,23 % PUFA.

Oksidacijski procesi su se odvijali sliénim tijekom u istrazivanim miSi¢ima.
Maksimalne koncentracije produkata oksidacije masti (MDA) i proteina (ukupnih proteinskih
karbonila) odredene su nakon faze zrenja. Formiranje oksidacijskih produkata stabiliziralo se u
zadnjoj fazi proizvodnje te su u gotovom dimljenom prSutu odredene konacne vrijednosti od
0,46 MDA/kg i 19,18 nmol karbonila/mg proteina u BF te 0,50 MDA/kg i 15,88 nmol
karbonila/mg proteina u SM. Rezultati istraZivanja meduovisnosti proteolize i1 oksidacije
proteina sugeriraju njihovo simultano odvijanje tijekom proizvodnje 1 medusoban
promovirajuci efekt. S druge strane, nije utvrdena znacajna korelacija (p > 0,05) izmedu procesa
oksidacije masti i oksidacije proteina tijekom proizvodnje.

Analizom profila hlapivih spojeva arome metodom plinske kromatografije s masenom
spektrometrijom (GC-MS) detektirano je i identificirano ukupno 95 spojeva, od kojih su
najzastupljeniji bili spojevi iz skupine aldehida, fenola i alkohola. Utvrdene su znacajne (p <
0,05) promjene aromatskih profila te porast broja individualnih aromatskih spojeva u
istrazivanim mi$i¢ima tijekom 18 mjeseci proizvodnje. U gotovom dimljenom prSutu odredeni
su znacajno visi (p < 0,05) udjeli vec¢ine aromatskih spojeva u BF.

Senzorskim ocjenjivanjem dimljenoga prSuta nakon faze zrenja i1 produljenog zrenja



utvrdene su znacajne razlike (p < 0,05) u intenzitetu pojedinih senzorskih deskriptora izmedu
misSica. SM je karakteriziran veéim (p < 0,05) intenzitetom mirisa, mirisa po mesu i po
dimljenome, intenzitetom boje miSi¢nog tkiva i tvrdocom, a BF vecom (p < 0,05) vlaznoscu
povrsine, slanosti 1 topivosti.

Razlic¢it opseg i tijek istrazivanih procesa i razliCita koli¢ina nastalih produkata u BF i
SM tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta posljedica su razli¢ite anatomske lokacije misi¢a u
butu tijekom proizvodnje. Primijenjeni postupak hladnog dimljenja ( < 22 °C) utjecao je na
formiranje specifi¢nih senzorskih svojstava: karakteristi¢ne boje i mirisa i aromatskog profila

(porast ukupnih fenola), bez znacajnijeg utjecaja na tijek proteolitickih i lipolitickih procesa.

Kljucne rijeci: dalmatinski prSut, dimljenje, lipoliza, oksidacija, proteoliza, senzorska svojstva



SUMMARY

Dry-cured ham is one of the best-known meat products on the market, and its quality is highly
dependent on the technological process and biochemical changes that occur during production.
Previous studies on different types of dry-cured hams have shown that the rate and extent of
proteolytic, lipolytic and oxidative processes during processing are influenced by various
factors, especially temperature and salt and water content. The aim of this study was to
investigate the influence of proteolytic, lipolytic and oxidative processes on the texture, color
and aroma of smoked dry-cured ham during processing by monitoring the changes in proteins
and lipids throughout the production process.

The study was conducted on Dalmatian dry-cured ham, a smoked dry-cured ham with
Protected Geographical Indication (PGI) according to the European legislation, which is also
the most commercially important and well-known brand of dry-cured ham on the Croatian
market. The study was conducted on a total of 60 hams. Dry-cured hams (n=10) were selected
for analysis according to each of the six stages of production: Raw ham, after salting, after
smoking, after drying, after ripening (after 12 months of processing) and after prolonged
ripening (after 18 months of processing). Analyses were conducted simultaneously on the two
main muscles of the ham, the biceps femoris (BF) and the semimembranosus (SM).

Instrumental analysis of color parameters (L *, a *, b *), analyses of texture profile
(TPA) and physicochemical parameters were performed. Proteolytic changes were monitored
by proteolysis index (standard method and Cd-ninhydrin method), protein composition analysis
by SDS-PAGE and amino acid and dipeptide composition by high-performance liquid
chromatography (HPLC). Lipolytic changes were monitored by determining the fatty acid
profile (FA) using gas chromatography (GC). The extent of lipid and protein oxidation was
assessed spectrophotometrically by determining the concentration of malondialdehyde in the
sample (MDA / kg) using the TBARS assay and the concentration of protein carbonyls using
the DNPH method (nmol carbonyl / mg protein). The analysis of volatile aroma compounds
was performed by gas chromatography with mass spectrometry (GC-MS). The sensory
characteristics of dry-cured ham after ripening (12 months after processing) and after prolonged
ripening (18 months after processing) were evaluated using quantitative descriptive sensory
analysis.

The rate and extent of monitored processes and the amount of reaction products differed

(p<0.05) according to the muscle type.



BF was characterised by higher values in color parameters (L *, a *, b *), higher water, ash,
and NaCl contents, and SM by higher protein content. TPA analysis showed higher adhesive
force, adhesiveness and cohesiveness of BF and higher hardness, gumminess, chewiness and
fracture of SM.

An increase in proteolysis index was accompanied by accumulation of
proteolysis products and progressive degradation of proteins, with higher intensity in BF.
SDS- PAGE showed a decrease in the relative intensities of most protein bands, with the most
notable changes in the sarcoplasmic fraction for phosphorylase B (97.0 kDa), 64.1 - 41.7 kDa
bands, glyceraldehyde phosphate dehydrogenase (36.7 kDa) and myoglobin (18.7 kDa) and the
myofibrillar fraction for the 130 kDa, a-actinin (96.7 kDa) and 28.1 kDa -16.9 kDa bands. The
myofibrillar ~ fraction of BF was degraded to a much higher extent.
A significant (p < 0.05) increase in total amino acids and decrease in total dipeptides were
observed in both muscles during processing, with higher final levels of total amino acids and
dipeptides in BF. Glutamic acid, lysine, alanine, and leucine were the most abundant amino
acids in both muscles at the end of processing.

No significant differences were observed between the FA profiles of BF and SM
during production. Oleic acid (C18: 1c), palmitic acid (C16: 0), stearic acid (C18: 0), linoleic
acid (C18: 2cn6) and myristic acid (C14: 0) were the most abundant FFA in the final product.
BF and SM of the final product showed similar FFA profiles (38.72-38.77% SFA, 51.59-
52.64% MUFA, 8.56-9.23% PUFA).

A similar trend was observed for lipid and protein oxidation. The highest levels
of lipid oxidation products (MDA) and protein oxidation products (total carbonyl) were
determined after the ripening phase. The formation of MDA and carbonyls stabilized at the final
stage of production, with final values of 0.46 MDA/kg and 19.18 nmol carbonyls/mg proteins
for BF and 050 MDA/Kg and 15.88 nmol carbonyls/mg proteins in SM.
The results of this study suggest that proteolysis and protein oxidation that occurred during the
production of smoked dry-cured ham are interrelated and promoted one another. However, a
significant relationship between lipid and protein oxidation was not found (p > 0.05).

A total of 95 volatile aroma compounds were identified, of which aldehydes, phenols
and alcohols were the most abundant. Significant (p < 0.05) changes in the profiles of aromatic
compounds with an increase in the number of individual aromatic compounds in the studied
muscles during 18 months of production were detected, with BF of the final product having
higher (p < 0.05) levels of most aromatic compounds.

Sensory evaluation of smoked dry-cured ham after ripening and prolonged



ripening revealed significant differences (p < 0.05) in the intensity of several sensory
descriptors between muscles. SM was characterised by higher (p < 0.05) odor intensity, meat
and smoke odor, muscle color and hardness, and BF by higher (p < 0.05) moisture, saltiness
and melting sensation.

The different intensity of the studied processes and the different number of
products obtained during the production of smoked dry-cured ham on BF and SM are the result
of the different anatomical position of the muscles in the ham during production. The cold
smoking phase (< 22 °C) influenced the formation of specific sensory properties: characteristic
color, odor and aromatic profile (increase in total phenols), without significant influence on the

course of proteolytic and lipolytic processes.

Key words: Dalmatian dry-cured ham, smoking, lipolysis, oxidation, proteolysis, sensory

properties
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1. UVOD



Prsut je jedan od najcjenjenijih mesnih proizvoda na trzistu ¢ije izrazite senzorske karakteristike
1 kvalitetan nutritivni profil zadovoljavaju ocekivanja i afinitete modernih potroSaca koji
pokazuju rastuci interes za kupovinom visokokvalitetnih autohtonih mesnih proizvoda (Vitale
i sur.,, 2020; Garcia-Gudifio i sur., 2021). Razlozi za povetanom potraznjom autohtonih
proizvoda su prvenstveno povjerenje u tradicionalne nacine proizvodnje, nostalgija za
tradicionalnim proizvodima te Zelja za o¢uvanjem lokalnog i regionalnog gospodarstva (Cerjak
i sur., 2014; Mesi¢ i sur., 2017; Diaz-Caro i sur., 2019). Ovi trzi$ni trendovi donose
proizvodacima nove prilike za plasman prsuta visoke kvalitete koji uz pomoc¢ novih znanstvenih
spoznaja mogu standardizirati tehnologiju proizvodnje te unaprijediti kvalitetu i sigurnost
proizvoda.

Na trziStu su prisutne mnoge vrste prsuta, ¢ije senzorske i nutritivne karakteristike ovise
0 brojnim faktorima poput karakteristika sirovine, uvjeta prerade, kulturnih i regionalnih
specifi¢nosti te klimatskih uvjeta (Candek-Potokar i Skrlep, 2012). Hrvatska je takoder jedna
od mediteranskih zemalja s dugom tradicijom proizvodnje prSuta. Dalmatinski, Drniski i Kréki
prsut zaSti¢eni su oznakom zemljopisnog podrijetla (ZOZP), dok je Istarski prSut zastien
oznakom izvornosti (ZOI). Dalmatinski 1 DrniSki prsut isti¢u se svojom posebnom aromom i
bojom koje su posljedica primjene dimljenja tijekom tehnoloSkog postupka proizvodnje
(Petricevic i sur., 2018).

Fizikalno-kemijska i senzorska svojstva prSuta i njihova ovisnost o tehnoloskom
postupku proizvodnje zadnja dva desetljeca opsezno su istrazivani (Pugliese i sur., 2010;
Harkouss i sur., 2015; Giovanelli i sur., 2016; Pérez-Santaescolastica i sur., 2018; Sirtori i sur.,
2020), sto je dovelo do spoznaja o brojnim kompleksnim biokemijskim procesima koji se
dogadaju prilikom pretvorbe sirovog misi¢ja buta u prSut. Gubitak vode i porast koncentracije
soli, promjene fizikalno-kemijskih parametara poput pH i aktiviteta vode (aw), zajedno s
proteoliti¢kim 1 lipoliti€¢kim reakcijama dovode do promjene boje, okusa, arome i teksture
(Harkouss i sur., 2015).

Proteoliza i lipoliza dvije su najvaznije skupine biokemijskih procesa koji se odvijaju
tijekom proizvodnje s izravnim utjecajem na kvalitetu prSuta (Toldra, 2014). Razgradnja
miSi¢nih proteina (proteoliza) posredovana je brojnim enzimima prisutnima u misi¢nom tkivu
buta (Toldra, 1998). Proteoliti¢ke promjene dovode do nastanka manjih peptida i aminokiselina
(koji sudjeluju u formiranju okusa i arome) (Toldra, 1998; Zhou i sur., 2021), razvoja specifiéne
teksture prsuta (LOpez-Pedrouso i sur., 2018) i nastanka bioaktivnih peptida koji imaju Sirok

raspon funkcionalnih i bioloskih aktivnosti (Toldr4 i sur., 2020).



Lipidi su kljuéni za nutritivnu vrijednost, ali i senzorska svojstva prsuta jer sluze kao
otapalo raznih tvari arome, a ujedno su i prekursori brojnih aromatskih spojeva (Gilles, 2009).
Promjene na mastima ukljucuju hidroliticke procese uz oslobadanje slobodnih masnih kiselina
(SMK) (proces lipolize) i njihovu naknadnu oksidaciju. Produkti oksidacije SMK, ovisno o
koncentraciji u kojoj nastaju, mogu uzrokovati pojavu pozeljne ili nepoZeljne arome i mirisa
(Dominguez i sur., 2019a).

Tijek proteolitickih, lipolitickih 1 oksidacijskih promjena uvjetovan je razliCitim
faktorima tijekom procesa proizvodnje, posebno udjelom soli i vode, pH, temperaturi i
anatomskoj lokaciji misi¢a u butu tijekom proizvodnje (Gandemer, 2002; Ruiz-Ramirez i sur.,
2006; Garrido i sur., 2012; Harkouss i sur., 2015; Petrova i sur., 2015a). Mnoge studije bavile
su se istrazivanjem fizikalno-kemijskih i senzorskih karakteristika te lipolitic¢kih i protelitickih
promjena u dva glavna miSi¢a prSuta, m. biceps femoris (BF) i m. semimembranosus (SM)
(Andres i sur., 2005a; Harkouss i sur., 2012; Andronikov i sur., 2013; Bermudez i sur., 2014a,b;
2015, Pugliese i sur., 2015). Zbog razli¢itih uvjeta u BF i SM tijekom proizvodnje (primarno
zbog razli¢itog udjela soli 1 vode), lipoliticki i proteoliticki procesi imaju drugaciji intenzitet i
tijek $to dovodi do razlika u fizikalno-kemijskim svojstvima, udjelu nastalih produkata te u
senzorskim karakteristikama izmedu ova dva misSi¢a (Bermudez i sur., 2014a,b).

Oksidacija proteina aktualna je tema u podrucju analitike mesa i mesnih proizvoda
(Estévez, 2011; Soladoye i sur., 2017a; Gallego i sur., 2018a,b). Utvrdeno je kako je oksidacija
proteina mesa inicirana mnogim prooksidansima, posebno mioglobinom, ionima metala,
sekundarnim produktima oksidacije lipida i razli¢itim kemijskim spojevima (Bao i Ertbjerg,
2019). Oksidativnim modifikacijama proteina dolazi razli¢itih kompleksnih kemijskih
promjena, najve¢im dijelom do nastanka proteinskih karbonila (Estévez, 2011), sto dovodi do
narusavanja nutritivnih, senzornih, tehnoloskih i funkcionalnih svojstava mesnih proizvoda
(Soladoye i sur., 2015, 2017a; Bao i Ertbjerg, 2019). Novija znanstvena istrazivanja uglavnom
su se bavila identifikacijom i kvantifikacijom oksidiranih peptida u gotovim prsutima (Gallego
i sur., 2018a, b; Li i sur., 2020), no samo je manji broj autora (Wang i sur., 2011; Koutina i sur.,
2012) istrazivao tijek oksidacije proteina tijekom cijelog tehnoloskog procesa proizvodnje
prSuta. Upravo zbog spoznaje o brojnim negativnim ucincima na kvalitetu prSuta, od
relevantnog je znanstvenog znacaja razjasniti tijek oksidacijskih promjena na proteinima
tijekom tehnoloSkog procesa proizvodnje prSuta.

Procesi oksidacije lipida i oksidacije proteina uzajamno su povezani te je utvrdeno kako
se ova dva procesa medusobno pospjesuju (Armenteros i sur., 2009; Wang i sur., 2018; Li i

sur., 2020), dok karakter medusobnog odnosa proteolize i oksidacije proteina jo§ uvijek nije u
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potpunosti razjaSnjen. Pretpostavlja se kako umjerena oksidacija proteina povoljno djeluje na
proteoliticke procese, dok intenzivna oksidacija ograni¢ava proteoliticku aktivnost (Bao i
Ertbjerg, 2019).

Dosadasnja istrazivanja hrvatskih prSuta u najve¢em dijelu bila su usmjerena na analizu
hlapivih komponenta arome i fizikalno-kemijskih svojstava gotovog prSuta (Marusi¢ i sur.,
2011; 2014; Marusi¢ Radov¢ié i sur., 2016; Petri¢evi¢ i sur., 2018). Tijek biokemijskih procesa,
fizikalno-kemijska svojstva i senzorske karakteristike hrvatskih prSuta tijekom svih faza
proizvodnje jo$S uvijek predstavljaju neistrazeno podrucje, no aktualna su tema znanstvenih
istrazivanja u svijetu (Koutina i sur., 2012; Bermudez i sur., 2014a; Harkouss i sur., 2015;
Bermudez i sur., 2018).

U Hrvatskoj se posljednjih godina biljezi trend rasta proizvodnje hrvatskih autohtonih
prsuta (Dui¢, 2020). Prema podacima iz 2020. godine, 90 % ukupne proizvodnje hrvatskih
prsuta zauzima Dalmatinski prsut (Dui¢, 2020), no proizvedene koli¢ine nisu dovoljne da
zadovolje rastucu potraznju. Zbog nedovoljnih sirovinskih kapaciteta na domacem trzistu i
uvoza sirovine razli¢itog podrijetla ¢esto dolazi do velikih varijacija u tehnoloskim svojstvima
i kvaliteti butova, a time i neujednacene kvalitete pr$uta na trzistu (Kovacéevié¢, 2017). Time se
nameée potreba za razvojem 1 implementacijom inovativnih analitickih metoda za
sveobuhvatno pracenje kvalitete prSuta, od sirovine do kona¢nog proizvoda. Utjecaj faze
dimljenja na biokemijske procese u prSutu jo§ uvijek je nedovoljno istrazen, buduéi da je
primjena dimljenja pri proizvodnji prSuta opcionalna i uglavnom ovisi o zemlji ili regiji
proizvodnje (Petrova i sur., 2015a). Istrazivanja senzorskog i aromatskog profila dimljenih
prSuta utvrdila su kako odredene komponente dima pozitivno utjecu na aromu i boju dimljenih
proizvoda (Marusi¢ Radov¢ié i sur., 2016; Petricevic i sur., 2018), a dimljeni mesni proizvodi
cesto su kod potroSaca su i bolje prihvac¢eni od nedimljenih (Pham 1 sur., 2008; Marusi¢
Radov¢i€ i sur., 2016).

Cilj disertacije je istraziti utjecaj brzine 1 intenziteta proteolitickih, lipoliti¢kih 1
oksidacijskih procesa na teksturu, boju 1 aromu dimljenog prSuta, prate¢i promjene na
proteinima i lipidima kroz cijeli proizvodni proces. IstraZivanje je provedeno na Dalmatinskom
prsutu, dimljenom prsutu koji u skladu s europskim zakonodavstvom nosi zasti¢enu oznaku
zemljopisnog porijekla (ZOZP), a predstavlja proizvodno najznacajniji prSut na domacem
trziStu. Istrazivanje je provedeno dva najvaznija miSi¢a buta (BF 1 SM), koji se smatraju
,miSi¢ima markerima® u znanstvenim istrazivanjima prsuta (Bermudez i sur., 2014b; Pugliese

i sur., 2015; Harkouss i sur., 2018).



Glavne hipoteze ove disertacije su: (i) postojanje razlika izmedu dva istrazivana misica
(BF i SM) dimljenog prsuta u intenzitetu i tijeku proteolitickih, lipolitickih 1 oksidacijskih
procesa i senzorskim svojstvima, zbog njihovog razli¢itog anatomskog polozaja u butu tijekom
proizvodnje i razliCite kinetike transfera soli i vode (ii) postojanje meduovisnosti izmedu tijeka
proteoliti¢kih, lipolitickih i oksidacijskih procesa i fizikalno-kemijskih i senzorskih parametara
dimljenog prsuta i (iii) hladno dimljenje (< 22 ° C) primijenjeno tijekom proizvodnje prSuta
utjecat ¢e na povecanje pojedinih hlapivih spojeva arome, no ne¢e u znacajnoj mjeri utjecati na

tijek proteolitickih i lipolitickih procesa.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Priut
2.1.1. Definicija prsuta

Prsut pripada skupini trajnih suhomesnatih proizvoda od svinjskog buta s kostima, sa ili bez
koze i potkoznog masnog tkiva, sa ili bez nogice, bez repa te sa ili bez zdjeli¢nih kostiju. Temelj
postupka proizvodnje prsuta je postupak suhog soljenja ili salamurenja, uz moguénost dodatka
drugih zacina ili zac¢inskog bilja, nakon Cega slijede procesi suSenja i1 zrenja, opcionalno uz
primjenu dimljenja. Ukupno trajanje proizvodnje prSuta je minimalno devet mjeseci (Pravilnik,

NN 62/2018).

2.1.2. Povijest proizvodnje prsuta

Povijest proizvodnje priuta seze iz ranog rimskog doba kada su soljenje i suSenje predstavljale
glavne metode konzerviranja mesa. Porijeklo rijeci ,,prsut™ dolazi od latinske rijeci perexsuctus
— temeljito osuSen (per- po, na + exsuctus - isusiti), koja je u kasnijem modernom talijanskom
jeziku oblikovana u rije¢ ,,prosciutto®, a oznacava usoljeni, za€injeni i osuseni zreli svinjski
but narezan na tanke listove (Krvavica i Pugum, 2006). Proizvodnja prSuta se povijesno
temeljila na tradicijskim nacinima proizvodnje, slijede¢i uglavnom metode prenoSene
usmenom predajom kroz generacije. Medutim, potreba za dobivanjem proizvoda standardne
kvalitete, temeljenih na kontroliranim proizvodnim procesima, u zadnjim desetlje¢ima 20.
stolje¢a potaknula je brojna znanstvena istrazivanja na prsutu (Motilva i sur., 1992; Buscailhon
i sur., 1994a,b; Parrefio i sur., 1994; Toldra, 2012). Velik ekonomski zna¢aj ovog proizvoda,
posebice u mediteranskim zemljama gdje prSut zauzima veliki trzi$ni udio (Jiménez-
Colmenero i sur., 2010), izvor je kontinuirane potrebe za optimizacijom kvalitete sirovine i
kontrolom biokemijskih reakcija koje se odvijaju tijekom prerade.

Kolijevka proizvodnje priuta je podruc¢je Mediterana, Ciji su klimatski uvjeti pogodni za
prirodno suSenje i zrenje. U zemljama sjeverne Europe (Njemacka, Skandinavija) takoder se
prakticirala proizvodnja prSuta koja je tradicionalno ukljucivala i dimljenje, s obzirom da niske
temperature 1 klimatski uvjeti (visoka vlaznost) na tim podruc¢jima nisu omogucavali prirodno
suSenje (Toldra, 2002).

Proizvodnja prSuta u Hrvatskoj zapocela je vjerojatno u isto vrijeme kao i na podrucju
drugih mediteranskih zemalja Sirenjem rimskog utjecaja i prenoSenjem znanja i vjeStina obrade
i soljenja svinjskog mesa. O vrlo dugoj tradiciji svinjogojstva i proizvodnji susenog i usoljenog

svinjskog mesa na nasim podruc¢jima svjedoc€e brojni povijesni zapisi (Bozac i sur., 2011; Zuzi¢
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1 Toi¢, 2014; Kos i sur., 2015; Karolyi 1 sur., 2015). Masovnija proizvodnja prSuta u Hrvatskoj
zapocela je nakon zavrSetka Drugog svjetskog rata, a u drugoj polovici 20. stolje¢a razvojem
turizma 1 porastom zivotnog standarda prSut postaje uobicajeni prehrambeni proizvod (Kos i

sur., 2015; Karolyi i sur., 2015).

2.1.3. Vrste prsuta
2.1.3.1. PrSuti u svijetu

Na trziStu su prisutne brojne vrste prSuta, Cije karakteristike ovise o podrijetlu i
karakteristikama sirovine (pasmina svinja, nac¢in uzgoja 1 hranidbe) te o razlikama u
tehnoloSkom postupku prerade (vrsti i1 trajanju pojedinih tehnoloskih operacija). Razliciti
postupci proizvodnje, nacin rezanja buta i oblici prsuta ovise o tradiciji pripreme i klimatskim
uvjetima u pojedinoj regiji ili zemlji proizvodnje (Candek-Potokar i Skrlep, 2012). U Tablici
1. dan je pregled karakteristika nekih od proizvodno najznacajnijih i najpoznatijih prSuta u

svijetu.

Tablica 1. Glavne karakteristike najznacajnijih svjetskih prsuta (Zhou i Zhao, 2007; Huang i
sur, 2011; Toldra, 2012; Petrova i sur, 2015a; Kovacevi¢, 2017; Anonymous, 2021a)
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! odnosi se na oznake na razini Europske unije: Zasti¢ena oznaka zemljopisnog podrijetla (engl. Protected geographical
indication, PGI), Zastiéena oznaka izvornosti (engl. Protected designation of origin, PDO), Zajamceno tradicionalnog

specijaliteta (engl. Traditional Speciality Guaranteed, TSG).

Mediteranski tip, sjeverno-europski tip, americki (,,country-style®) i kineski tip prsuta
glavni su tipovi prSuta u svijetu. Za mediteranske vrste prSuta svojstveno je suho soljenje bez
dimljenja i dug period zrenja, dok se prsuti sjeverne Europe podvrgavaju dimljenju i kratkom
zrenju. Americki (,,Country-style®) nain proizvodnje ukljucuje dimljenje 1 kratko zrenje, a
konzumaciji prethodi termicka obrada (przenje ili kuhanje). Kineski prsuti proizvode se od
svinjskih butova visokog sadrzaja masti suSenih na suncu (Kovacevi¢, 2017). Najveci
proizvodaé priuta je Spanjolska (najpoznatiji Jamoén Ibérico i Jamoén Serrano), zatim Italija
(najzastupljeniji Prosciutto di Parma i Proscuitto di San Daniele te neSto manje Prosciutto
Toscano), Francuska (Jambon de Bayonne) i Portugal (razliCite prSuta tzv. ,presunto®)
(Kovacevi¢, 2017).

Europski prSuti visoke kvalitete zaSti¢eni su oznakama Europske unije: ZaStiena
oznaka zemljopisnog podrijetla (engl. Protected geographical indication, PGI), Zasticena
oznaka izvornosti (engl. Protected designation of origin, PDO), Zajam¢eno tradicionalnog
specijaliteta (engl. Traditional Speciality Guaranteed, TSG) (tablica 1, slika 1). Proizvodi koji
nose navedene oznake moraju udovoljiti specifi¢nim zahtjevima vezanima uz zemljopisno
podrijetlo ili podruc¢ja proizvodnje, uvjete proizvodnje svinja, odabira linija i krizanaca,
hranidbe, klanja, tehnologije prerade 1 dr. Njihova uloga je zastita naziva odredenih proizvoda,
promicanje njihovih jedinstvenih karakteristika povezanih s njihovim zemljopisnim
podrijetlom 1 tradicionalnim nacinima proizvodnje te postizanje odgovarajuce trZiSne
vrijednosti proizvoda (Krvavica i Pugum, 2006; Anonymous, 2021b). Drzave s najve¢im

brojem zastiéenih priuta su Italija, Spanjolska, Portugal i Francuska (Kovacevié, 2017).



Slika 1. Zasti¢ene oznake prehrambenih proizvoda na razini oznake na razini Europske unije:
Zasticena oznaka zemljopisnog podrijetla (engl. Protected geographical indication, PGI),
ZastiCena oznaka izvornosti (engl. Protected designation of origin, PDO), Zajamc¢eno
tradicionalnog specijaliteta (engl. Traditional Speciality Guaranteed, TSG) (Anonymous,
2021c)

2.1.3.2. Hrvatski prsuti

Hrvatska ima velik broj tradicionalnih prehrambenih proizvoda zahvaljuju¢i zemljopisnim i
klimatskim specificnostima te bogatoj povijesti i kulturi. Republika Hrvatska na razini
Europske unije zauzima deveto mjesto s 31 poljoprivrednim i prehrambenim proizvodom ¢iji
je naziv registriran u Europskoj uniji kao ZOI ili ZOZP. Medu njima se nalaze i hrvatski
autohtoni prsuti, Istarski (,,Istrski) prSut (ZOI) te Krcki, Dalmatinski i Drniski prSut (ZOZP)
(Ministarstvo poljoprivrede, 2021). PrSut predstavlja jedan od najpopularnijih hrvatskih
proizvoda i nezaobilazan je dio turisti¢ke i gastronomske ponude.

Istarski prSut najviSe se proizvodi u unutrasnjosti Istarskog poluotoka i to pretezito na
podruc¢ju izmedu Pazina i1 Poreca. Tradicionalna proizvodnja Istarskog prSuta ima nekoliko
specifi¢nosti u odnosu na ostale prSute: skidanje koZe i potkoZnog masnog tkiva s buta sve do
samog mesa, ostavljanje zdjeli¢ne kosti na butu 1 suho salamurenje morskom solju uz dodatak
papra, ¢eSnjaka, lovora i ruzmarina. Odsutnost koZe 1 masnog tkiva rezultira ve¢im isusivanjem
(kalom) nego kod drugih pruta, ali i obrastanje vanjske povrsine buta plijesnima. Budu¢i da
nema koze i potkoZznog masnog tkiva i da sadrZi zdjeli¢ne kosti vizualno je karakteristicnog
izduZenog oblika sa ve¢im ili manjim nakupinama plijesni na svojoj povrsini. Proizvodnja
Istarskog prsuta traje od 12-18 mjeseci (ovisno o pocetnoj masi buta). Po zavrSetku faze zrenja
nanosi se vruéi zig Istarskog prSuta na kozu ispod sko¢nog zgloba onih prsuta koji posjeduju
sva fizikalno-kemijska i senzorska svojstva predvidena Specifikacijom (Bozac i sur., 2011;
Gacina, 2017).
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Slika 2. Istarski pr$ut i Zajednicki znak Istarskog prsuta (Bozac i sur., 2011; Anonymous, 2016)

Krcki priut proizvodi se iskljucivo na podrucju otoka Krka. Glavne karakteristike
proizvodnje Krékog prsuta su obrada buta na nacin da se na butu ostavlja koza i potkozno
masno tkivo, suho salamurenje solju uz dodatak papra (smiju se koristiti i lovor i ruzmarin) i
suSenje na zraku bez dimljenja. Pukotine koje se tijekom faze suSenja ili zrenja pojave na
otvorenom dijelu buta (medijalna strana) dozvoljeno je premazati zaStitnom smjesom od
svinjske masti, rizinog ili pSeni¢nog brasna, morske soli i mljevenog papra u svrhu sprje¢avanja
pretjeranog isuSivanja i kvarenja prSuta. Proizvodnja Krékog prsuta, od trenutka pocetka
soljenja do kraja faze zrenja, traje najmanje 12 mjeseci. Nakon zavrSetka zrenja na kozu se
nanosi zajednicki zig Krc¢kog prsuta (obicno s lateralne strane buta) prSutima koji posjeduju

sva fizikalno-kemijska i senzorska svojstva propisana Specifikacijom (Zuzi¢ i Toi¢, 2014).

Slika 3. Kr&ki priut i Zajedni¢ki znak Krékog priuta (Zuzié i Toié, 2014; Kovacevié, 2017)
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Dalmatinski prsut proizvodi se od svinjskog buta s kosti, kozom i potkoznim masnim
tkivom, bez zdjeli¢nih kosti, suho soljen morskom soli, dimljen blagim izgaranjem tvrdog drva
bukve (Fagus sp.), hrasta (Quercus sp.) ili graba (Carpinus sp.) te podvrgnut procesu susenja
1 zrenja u trajanju od najmanje godinu dana. U zaCecima proizvodnje Dalmatinskog prsuta
suSenje se provodilo samo na zraku bez dimljenja. Naknadnom spoznajom o konzerviraju¢em
uc¢inku dima prsutari su uveli hladno dimljenje kao standardni postupak u proizvodnji. U
danasnjem postupku proizvodnje dim se ne koristi u konzerviraju¢e svrhe ve¢ radi postizanja
karakteristi¢ne arome dimljenog suhog svinjskog mesa (Kos i sur., 2015). Dalmatinski prut
smije se proizvoditi isklju¢ivo unutar administrativnih granica Lic¢ko-senjske (samo grad
Novalja), Zadarske, Sibensko-kninske, Splitsko-dalmatinske i Dubrovacko-neretvanske
zupanije (Kos i sur., 2015). Na tim podruc¢jima prevladava mediteranska i submediteranska
klima i planinski reljef s krskim oblicima uz relativnu vlaznost zraka izmedu 56 — 76 % i
vjetrovi, posebno hladna i suha bura koja je idealna za suSenje prsuta (Kos i sur., 2015;
Kovacevi¢, 2017).

Svinje koje se koriste za proizvodnju Dalmatinskog prSuta potomci su komercijalnih
mesnatih pasmina ili njihovih krizanaca. Nakon odabira butova ¢ija svojstva zadovoljavaju
Specifikaciju (Kos i sur., 2015), slijedi faza soljenja pri 1 - 4 °C (ohladeni butovi apsorbiraju
manje soli). U posljednjoj fazi soljenja butovi se mogu i presati kako bi se postigao pravilan
oblik prSuta. Pravilno soljeni, isprani i ocijedeni butovi vezu se $pagom ili se vjeSaju na kuku
od nehrdajuceg Celika iznad petne kvrge i odnose u komoru radi ujednacavanja temperature
prije hladnog dimljenja. Dimljenje i suSenje prSuta provodi se istovremeno i traje najvise 45
dana, a pritom je potrebno voditi rauna da temperatura ne prijede 22 °C. Vise temperature
prelaze granicu hladnog dimljenja i uzrokuju denaturaciju proteina u povrSinskom sloju prsuta.
Nakon dimljenja prsuti se premjeStaju u zamracene komore za zrenje (maksimalna temperatura
od 20 °C) sa stabilnom mikroklimom i otvorima za izmjenu zraka koji moraju biti zasticeni
mrezicom za zastitu od kukaca, glodavaca i drugih nametnika. Pukotine nastale tijekom zrenja
na medijalnoj strani buta mogu se premazati smjesom usitnjenog svinjskog sala i pSeni¢nog ili
rizinog brasna uz dodatak soli. Nakon godinu dana proizvodnje prSut je spreman za
konzumaciju. Proizvod sa zaSticenom oznakom zemljopisnog podrijetla "Dalmatinski prsut"
smije se stavljati na trziSte kao cijeli prSut ili u zapakiran u obliku iskoStenog prSuta, u
komadima prsuta ili kao porcioniran (narezan) prsut (Kos i sur., 2015).

Dalmatinski prSut smije sadrzavati isklju¢ivo morsku sol bez dodataka (nitrata, nitrita,
kalijeva sorbata, askorbinske ili propionske kiseline). Zajednicki znak ,,Dalmatinskog prsuta“

se po zavrSetku faze zrenja nanosi kao vruéi Zig na kozu onih prsuta za koje je utvrdeno da su
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proizvedeni u skladu sa specifikacijom i posjeduju sva propisana fizikalno-kemijska i
senzorska svojstva. Osim zajednickog znaka, vru¢i zig sadrzi i Sifru proizvodaca koja je
istovjetna kontrolnom veterinarskom broju objekta (Kos i sur., 2015). Dalmatinski prsut
posjeduje posebnu aromu, blago slankasti ili slani okus, jednoli¢nu crvenu do svijetlocrvenu
boju misi¢nog tkiva i bijelu do ruzi¢asto-bijelu boju masnog tkiva. Meke je teksture i blagog
mirisa na fermentirano, usoljeno, suho i dimljeno svinjsko meso. Dalmatinski prSut mora biti
pravilnog oblika, bez pukotina, zarezotina i vise¢ih dijelova misica i koze i bez velikih nabora
na kozi. Prilikom rezanja prirodni spoj masnog i miSi¢nog tkiva prSuta ne smije se odvajati

(Kovacevi¢, 2017).

DALMATINSKI PRSUy
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Slika 4. Dalmatinski prSut i Zajednicki znak Dalmatinskog prSuta (Kos i sur., 2015;
Anonymous, 2018)

Drniski priut proizvodi se na podruéju Grada Drnia i susjednih opéina u Sibensko-
kninskoj Zupaniji. Proizvodi se tradicionalnim postupkom proizvodnje koji se sastoji od obrade
buta uz uklanjanje zdjeli¢nih kosti i noZice, suhog soljenja krupnom morskom soli, presanja,
ispiranja, dimljenja, suSenja na zraku i zrenja, u ukupnom trajanju od minimalno 12 mjeseci.
Znacajne razlike izmedu tehnoloSkog postupka proizvodnje Dalmatinskog i Drniskog prsut
nema, no postoje odredene specificnosti u fazi soljenja i dimljenja DrniSkog prSuta koje dovode
do razlika u karakteristikama gotovog proizvoda. Kod proizvodnje Drniskog prSuta but se soli
sa umjerenom koli¢inom soli uz uklanjanje ,neciste soli*“ i zavr$no ispiranje, zbog Cega je
Drniski prSut manje slan 1 blago slatkast. Poseban rezim dimljenja u poviSenim suSnicama uz
koristenje drveta s manjom koli¢inom smole (bukve, graba, suha smrekovina 1 lokalno mirisno
raslinje) dovode do razvitka blaZze arome dima u odnosu na Dalmatinski prSut. Zrelost prSuta
postize se za 12 do 18 myjeseci od soljenja, a dug period zrenja daje DrnisSkom prSutu

karakteristi¢nu rubin-crvenu, povoljnu strukturu prsuta i visi stupanj dehidracije (Karolyi i sur.,
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2015; Gacina, 2017). Zreli prSuti koji zadovoljavaju sva propisana fizikalno-kemijska i
senzorska svojstva oznaCavaju se vru¢im zigom i zajednickim znakom DrniSkog prSuta

sukladno Specifikaciji (Karolyi i sur., 2015).

.

Slika 5. Drniski prsut i Zajednicki znak DrniSkog prsuta (Karolyi i sur., 2015; Kovacevi¢, 2017)

2.2. Sirovina za proizvodnju priuta

Osnovna sirovina za proizvodnju prSuta je svinjski but (straZznja noge svinje). Od ostalih
sirovina u proizvodnji prsuta koriste se sol (morska ili kamena), a kod nekih vrsta prsuta i razni
zaCini te salamure (smjese soli nitrata 1 nitrita 1 drugih dodataka) (Toldra, 2002; Kovacevic,
2017). Svinjski but je sastavljen od miSi¢nog, masnog i vezivnog tkiva, kostiju i koZe. Butovi
obradeni za proizvodnju prSuta uglavnom sadrze zdjeli¢nu kost (0s coxae), butnu kost (os
femoris), kosti potkoljenice (ossa curtis), iver (os patella) i proksimalni dio (dio kostiju blizih
trupu) tarzalnih kostiju: os calcaneus i os talus (Kovacevic, 2017).

U narednim poglavljima naglasak je stavljen na opis karakteristika misi¢nog i masnog tkiva
svinjskog buta, buduci da ona prolaze kroz niz fizikalno-kemijskih i biokemijskih promjena

tijekom prerade koje dovode do pretvorbe sirovog buta u prsut (Toldra, 2002).
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2.2.1. Glavne karakteristike misi¢nog tkiva svinjskog buta

Misi¢i buta predstavljaju trziSno najvrjednije dijelove svinjskog trupa (Kovacevi¢, 2017).
Misiéno tkivo se, histoloski gledano, moze definirati kao skup primarnih i sekundarnih snopova
miSi¢nih vlakana medusobno povezanih ovojnicama vezivnog tkiva (Kovacevi¢, 2001).
Svinjski but graden je od skeletnih (prugastih) miSi¢a koji su izvana obavijeni ovojnicom
zvanom epimizij (lat. epimysium), a perimizijem (lat. perimysium) su podijeljeni u misi¢ne
snopove. Misi¢ni snopovi su sastavljeni od velikoga broja miSi¢nih vlakana obavijenih
endomizijem (lat. endomysium).

U sarkoplazmi svakog miSi¢nog vlakna nalazi se oko tisu¢u paralelno poredanih
miofibrila sastavljenih od tankih i debelih proteinskih niti zasluznih za miSi¢nu kontrakciju i
relaksaciju (Toldra, 2002). Debele (,,miozinske*) niti sastavljene su od proteina miozina, kojeg
Cine Cetiri laka i dva teSka miozinska lanca. Tanke (,,aktinske®) niti sastavljene su pretezito od
proteina aktina te u manjoj mjeri od troponina i tropomiozina. Aktinske i miozinske niti
formiraju kontraktilne jedinice (sarkomere) unutar kojih su pravilno poredane i ulaze jedne
medu druge. Strukturu miofibrila ¢ine anizotropni segmenti (segmenti A) gradeni od
miozinskih niti tamnije boje i izotropni segmenti (segmenti I) svjetlije boje gradeni od aktinskih
niti. Oni se u susjednim miofibrilima pravilno izmjenjuju, dajuci skeletnom miSicu
karakteristi¢an prugasti izgled. Tijekom miSi¢ne kontrakcije dolazi do uvlacenja miozinskih
izmedu aktinskih po principu ,kliznog mehanizma* uslijed ¢ega dolazi do skracivanja
sarkomere (Kovacevi¢, 2001). Za proces miSi¢ne kontrakcije nuzna je energija koja se dobiva
hidrolizom adenozin trifosfata (ATP) pomoc¢u miozinske ATP-aze te prisutnost kalcijevih iona
(Toldra, 2002; Astruc, 2014a).

Skeletni miSi¢i mogu biti gradeni od viSe tipova miSi¢nih vlakana koja se, unatoC
razli¢itim podjelama koje se mogu pronaci u literaturi, osnovno kategoriziraju kao (i) spora,
(i) brza i (iii) intermedijarna vlakna (Paerson i Young, 1989; Toldra, 2002; Astruc, 2014a).
Sporo kontrahiraju¢a misSi¢na vlakna (,,crvena® ili tip I) imaju znac¢ajno manju aktivnost
miozinskih ATP-aza, oksidativni metabolizam te veci sadrzaj mioglobina (nosioca crvene boje
mesa). Brzo kontrahiraju¢a misi¢na vlakna (,,bijela® ili tip IIA) karakterizirana su visokom
aktivnoS¢u miozinskih ATP-aza (Sto im omogucava brzu kontrakciju), glikoliti¢kim
metabolizmom i manjim sadrZzajem mioglobina. Intermedijarna vlakna (tip IIB) imaju brzinu
kontrakcije izmedu sporih i brzih te oksidativno-glikoliticki metabolizam (Toldra, 2002;

Astruc, 2014a).
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Glavni misi¢i svinjskog buta prikazani su na poprecnom presjeku svinjskog buta na slici 6.

Slika 6. Popre¢ni presjek svinjskog buta s miSi¢ima i1 kostima: i) miSi¢i: 1 - m.
semimembranosus, 2 - m. obturator internus, 3 - m. semitendinosus, 4 - m. biceps femoris, 5 -
m. pectinus, 6 - m. gracilis, 7 - m. sartorius, 8 - m. vastus lateralis, 9 - m. vastus intermedialis,
10 - m. vastus medialis, 11 - rectus femoris; ii) kosti: a - 0s ischii, b - os femoris (preuzeto iz
Kovacevi¢, 2017, izvorno: NPPC, 2000.)

Dvoglavi butni misi¢ (m. biceps femoris) i poluopnasti misi¢ (m. semimembranosus) (u
daljnjem tekstu: BF i SM) predstavljaju glavne miSice buta. Tijekom proizvodnje prSuta, butovi
su polozeni na nacin da se SM nalazi s vanjske strane buta, zbog Cega je izlozen vecoj
koncentraciji soli u po¢etnim fazama procesa te vecoj dehidrataciji jer ve¢im dijelom nije
prekriven kozom i potkoZnim masnim tkivom. BF se tijekom proizvodnje nalazi s unutarnje
strane buta te je prekriven koZzom i potkoznim masnim tkivom, zbog ¢ega je u manjoj mjeri
izlozen povrSinskoj dehidrataciji 1 brzoj difuziji soli. Kao posljedica razli¢itih uvjeta
(prvenstveno razli¢itih udjela soli i vode), opseg i tijek fizikalno-kemijskih i biokemijskih

promjena tijekom procesa proizvodnje razli¢it je za ova dva misi¢a (Harkouss i sur., 2015). Iz
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tog razloga Cesto su koristeni kao ,,mi$i¢i markeri“ u znanstvenim istrazivanjima (Koutina i
sur., 2012; Bermudez i sur., 2014b; Harkouss i sur., 2015, Pugliese i sur., 2015).

Misi¢i buta sastoje se od otprilike 74 % vode, 21 % proteina, 4 % masti i 1 % pepela,
iako ovi omjeri mogu ponesto varirati ovisno o udjelu intramuskularne masti. MiSi¢ni proteini
glavne su komponente misi¢nog tkiva ¢iji sadrzaj u misi¢ima iznosi otprilike 15-22 % ukupne
misi¢ne mase, odnosno oko 80 % suhe tvari (Toldrd, 2002). Proteini u mesu imaju nutritivnu
(sadrze esencijalne aminokiseline) i funkcionalnu (Zelatinizacija, emulgiranje, vezanje vode u
mesu i dr.) ulogu (Xiong, 2018). Proteini imaju posebnu vaznost tijekom proizvodnje prSuta
jer njihovom razgradnjom nastaju mnogi spojevi vazni za formiranje okusa i arome (Toldra,
2002).

Misiéni proteini dijele se u tri skupine na temelju njihove lokacije i karakteristika
topljivosti: i) sarkoplazmatski, ii) miofibrilarni i iii) stromalni proteini (Xiong, 2018). U tablici
2. dan je opis karakteristika odredenih sarkoplazmatskih i miofibrilarnih proteina,
najznacajnijih u kontekstu ove disertacije, ali i opcenito znacajnih za kvalitetu mesa i mesnih
proizvoda.

Sarkoplazmatski proteini smjesteni su u sarkoplazmi (citoplazmi misi¢ne stanice) koja
okruzuje miofibrile te ¢ine 25-30 % od ukupnih misi¢nih proteina. Topivi su u vodi i otopinama
niske ionske jakosti (I < 0,1), a naj¢esce se ekstrahiraju razrijedenim puferima (< 0,1 pM)
neutralnog pH. Frakciju sarkoplazmatskih proteina €ini oko 100 razliitih proteina, medu
kojima se u najve¢em udjelu nalaze brojni enzimi, pigmenti hema i nukleoproteini. Udio
pojedinih sarkoplazmatskih proteina ovisi vrsti Zivotinje, genetici (pasmini), dobi, tipu
miSi¢nog vlakna te anatomskom poloZzaju i funkciji miSi¢a (Paerson i1 Young, 1989).
Najzastupljeniji sarkoplazmatski proteini u miSi¢nom tkivu su (u opadaju¢em redoslijedu):
gliceraldehid fosfat dehidrogenaza (GHD), aldolaza, enolaza, kreatin kinaza, laktat
dehidrogenaza, piruvat kinaza, fosforilaza i mioglobin (Keeton i sur., 2014). Mioglobin (17
kDa) je najpoznatiji pripadnik sarkoplazmatske frakcije proteina zbog svoje uloge nosioca
crvene boje mesa. Zbog sposobnosti reverzibilnog (oksidoredukcijskog) vezanja O2, koju
zadrzava 1 nakon smrti zivotinje, dolazi do postmortalnih promjena boje mesa (Kovacevic,
2001). Sarkoplazmatski proteini takoder su podlozni proteolizi, no u znacajno manjoj mjeri od
miofibrilarnih (Xiong, 2018).

Miofibrilarni proteini su glavne komponente misiénih vlakana te ¢ine 50-60 % od
ukupnog udjela proteina u misi¢ima. Topivi su u otopinama soli (> 2 % NaCl) i drugim
otopinama visoke ionske jakosti (I > 0,5), najce$¢e otopinama natrijevih ili kalijevih soli.
Skupinu miofibrilarnih proteina ¢ine tri razreda proteina koji imaju razli¢itu ulogu u misi¢ima:
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kontraktilni (miSi¢na kontrakcija), regulatorni (inicijacija i kontrola kontrakcije) i citoskeletni
(odrzavanje strukture i rasporeda miofibrila) (Pearson i Young, 1989). Najzastupljeniji proteini
u misi¢nim vlaknima su: miozin (43%), aktin (22%), titin (8%), tropomiozin (5%), troponin (4
%), nebulin (3%), C-protein (2%), a-aktinin (2%), M protein (2%) i desmin (1%) (Keeton i
sur., 2014). Aktin i miozin najvazniji su proteini sa stajaliSta kvalitete mesa jer zajedno
formiraju aktomiozinski kompleks u post rigor mesu, utje¢u na kapacitet zadrzavanja vode
(engl. water-holding capacity, WHC) i teksturu mesa. Na mikrostrukturalnoj razini dokazano
je kako je ova skupina proteina najvise podlozna proteolizi (Xiong, 2018).

Stromalni proteini (proteini vezivnog tkiva) ¢ine 10-20 % ukupnog udjela misi¢nih
proteina. Topivi su u iskljucivo kiselim ili alkalnim otopinama (nemaju sposobnost topljenja u
vodi i otopinama soli). Glavni proteini ove skupne su kolagen (najzastupljeniji), elastin i

retikulin.

Tablica 2. Glavne karakteristike najznacajnijih misi¢nih proteina (Paerson i Young, 1989;
Toldra, 2002; Astruc, 2014b; Keeton i sur., 2014; Kovacevi¢, 2017; Xiong, 2018)

Sarkoplazmatski proteini Grada Funkcija
Mitohondrijski enzimi - Biokemijske  reakcije u
respiratornom  lancu, f-
oksidaciji ~ masti, TCA-
ciklusu, oksidativnoj
dekarboksilaciji i dr.
Glikoliticki enzimi - Razgradnja  glukoze uz
(GHD, aldolaza, enolaza i oslobadanje energije
dr.)
Lizosomalne proteaze - Proteoliza (MLC, aktin, titin,
(katepsini), M i C protein, tropomiozin,
lipaze i fosfolipaze, troponin T i 1), lipoliza,
fosfataze, nukleaze replikacija 1 transkripcija
DNA/RNA
Neutralne proteaze - Proteoliza (tropomiozin,
(kalpaini) troponin T i |, titin, nebulin,
desmin)
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Mioglobin (17 kDa)

Polipeptid
(o-heliks uzvojnica) s

vezanom hem skupinom

Boja mesa, oksido-

redukcijsko  vezanje i

transport kisika u stanici

Miofibrilarni proteini / MW

Grada

Funkcija

Miozin (500 kDa)

Molekula miozina gradena
je od cetiri laka (svaki 14-20
kDa) i dva identi¢na teska

lanca (svaki 230 kDa)

Misiéna kontrakcija,
hidroliza ATP-a na
globularnoj miozinskoj glavi

koja se veze za aktin

Aktin (42 kDa)

Monomer G- ili F-aktina

Misiéna kontrakcija

Titin (3 MDa)

Dug proteinski lanac (d= 2-
2,5 um), najveci protein kod

sisavaca

Citoskeletni, odgovoran za

pasivnu elasti¢nost miSi¢a

Tropomiozin (70 kDa)

Duga molekula gradena od
dva jednaka polipeptidna
lanca (svaki 35 kDa)

Regulatorna uloga u
kontrakciji miSica, uévrscuje

aktin

Troponin kompleks (80
kDa)

Proteinski kompleks graden
od tri podjedinice (T (37
kDa), C (23 kDa), I (18

kDa))

Regulatorna uloga,

regulacija ciklusa

kontrakcija-relaksacija

Nebulin (800 kDa)

Dug filamentni

proteinski lanac

Citoskeletni, struktura i
regulacija duljine aktinskih

filamenata

M protein (miomezin) (160
kDa), C protein (140 kDa)

Svaki graden od jedne

polipeptidne jedinice

Citoskeletni, odgovorni za
strukturu miozinskih

filamenata

a-aktinin (200 kDa),
B-aktinin (75 kDa)

a-dva polipeptidna lanca
(svaki 100 kDa), B-
heterodimer, dva
polipeptidna lanca (34 i 37
kDa)

Citoskeletni, a- ucvrséuje
aktinske filamente u sidrista
(Z-liniju), B- regulira duzinu

aktinskih filamenata

Desmin (55 kDa)

a-heliks uzvojnica

Citoskeletni, bo¢no povezuje

susjedne miofibrile i
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povezuje miofibrile s drugim

stani¢nim strukturama

2.2.2. Glavne karakteristike masnog tkiva svinjskog buta

U svinjskom butu nalaze se tri tipa masnog tkiva: i) potkozno (adipozno) masno tkivo, ii)
intermuskularno (izmedu misica) i iii) intramuskularno (unutar misic¢a) (Toldra, 2002). Masno
tkivo buta pomaze u umjerenom prodiranju soli i usporavanju dehidratacije tijekom
proizvodnje prSuta te je od velikog znacCaja za senzorsku kvalitetu prSuta. Potkozno 1
intermuskularno masno tkivo ¢ine triacilgliceroli (TAG) 1 manji udjeli kolesterola (40-50
mg/100 g), dok je intramuskularno uglavnom sastavljeno od TAG pohranjenih u masnim
stanicama i fosfolipida (PL) pohranjenih u membranskim lipidima (Gandemer, 2002; Petrova
i sur., 2015a). Intramuskularna mast prSuta ima najznacajniji utjecaj na izgled, teksturu
(mekocu i so¢nost) te intenzitet i postojanost arome i okusa prsuta (Jiménez-Colmenero i sur.,

3

2010). TAG intramuskularnog masnog tkiva ,,otapaju’ mnoge tvari arome, dok PL, iako
prisutni u mnogo manjem udjelu, imaju znacajniji utjecaj na senzorska svojstva prsuta jer sluze
kao glavni supstrat u reakcijama lipolize i oksidacije (sadrze znacajno vecée koli¢ine PUFA)
(Gandemer, 2002).

Lipolizom komponenata intramuskularnog masnog tkiva nastaju slobodne masne
kiseline (SMK) koje mogu direktno utjecati na senzorska svojstva prsuta ili su kao takve
prekursori za razlicite hlapive spojeve arome zbog podloznosti oksidaciji (Gilles, 2009). Masne
kiseline svinjskog mesa sastavljene su uglavnom od 12 - 22 ugljikovih atoma (C-atoma). Sastav
masnih kiselina svinjskog mesa prosje¢no sadrzi 35-40 % zasi¢enih masnih kiselina (engl.,
saturated fatty acids, SFA), 45-50 % mononezasi¢enih masnih kiselina (engl., monounsaturated
fatty acids, MUFA) i 10-15 % polinezasi¢enih masnih kiselina (engl., polyunsaturated fatty
acids, PUFA) (Jiménez-Colmenero i sur., 2010). Najzastupljenije MK u prSutu su oleinska
(C18:1c), palmitinska (C16:0), stearinska (C18:0), linolna (C18:2cn6) i miristinska (C14:0)
masna kiselina (Timoén i sur., 2001; Bermudez i sur., 2012; Pugliese i sur., 2015). Ipak, profil
masnih kiselina u razli¢itim prSutima moze ponesto varirati, buduc¢i da na sastav masnog tkiva
svinja primarno utjece sastav hrane, no takoder 1 genetsko porijeklo, dob i nacin uzgoja svinja
(Smith i Smith, 2014).

Profil masnih kiselina u prSutu vazan je s tehnoloskog i senzorskog aspekta. Veci udio
PUFA moze dovesti do nepozeljne mekane konzistencije, pojave masnog sjaja na kriSkama

prsuta i intenzivnijih procesa oksidacije koji dovode do uzeglosti. Kod pruta veceg udjela SFA
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manja je ucestalost pojave uzeglosti uslijed duzeg tehnoloskog procesa proizvodnje (Jiménez-

Colmenero i sur., 2010; Candek-Potokar i gkrlep, 2012).

2.2.3. Cimbenici kvalitete svinjskog buta za proizvodnju priuta

Kvaliteta svinjskog buta kao sirovine za proizvodnju prsuta uvjetovana je brojnim faktorima,
od kojih su najznacajniji: (i) pasmina svinje, (ii) prehrana i na¢ina uzgoja, (iii) tretman svinja
ante i post mortem, (iv) spol, dob i teZina svinje u trenutku klanja (Toldra, 2002; Candek-
Potokar i Skrlep, 2012).

Pasmina (genotip svinja) znacajno utjeCe na senzorske karakteristike prSuta (aroma,
boja, udio i sastav masti) (Candek-Potokar i sur., 2002; Franco i sur., 2014; Choi i sur., 2016;
Bermddez i sur., 2017). Za proizvodnju pojedinih vrsta mediteranskih pr$uta koriste se
autohtone lokalne pasmine i njihovi krizanci koji nisu podvrgnuti intenzivnoj selekciji u svrhu
postizanja veceg rasta i miSi¢avosti. Takve pasmine Cesto Su uzgajane u silvo-pastoralnim
sustavima uzgoja $to rezultira povoljnijim senzorskim karakteristikama prsuta (Jiménez-
Colmenero i sur., 2010; Candek-Potokar i Skrlep, 2012; Fuentes i sur., 2014). Poznati primjer
takve pasmine je Iberijska svinja (Fuentes i sur., 2014), a na naSim podrucjima hrvatska
autohtona pasmina Crna slavonska svinja (,,Fajferica®) (Karolyi i sur., 2010). Komercijalne
pasmine bijelih svinja i njihovi krizanci (posebno tropasminski krizanci Landras x (Jorksir x
Durok) karakterizirani su brzim rastom, brojnijim potomstvom i veéim prinosom mesa u
odnosu na druge pasmine zbog ¢ega se nasiroko koriste u mesnoj industriji (Choi i sur., 2016).
Komercijalne bijele pasmine koriste se u proizvodnji autohtonih hrvatskih prsuta, ali i nekih
europskih poput Parma, Bayonne i Serrano (Jiménez-Colmenero i sur., 2010).

Tretman svinjama ante mortem i rukovanje svinjskim trupovima post mortem presudni
su za kvalitetu mesa. Izlaganje zivotinja raznim ¢imbenicima stresa i neadekvatno rukovanje
trupovima mogu narusiti normalan tijek postmortalnog pada pH u miSi¢ima (prebrz ili prespor
pad pH), dovode¢i do raznih kvalitativnih odstupanja (Honikel, 2014). Otprilike 1 h post
mortem, u misi¢ju zivotinje zapocCinje proces anaerobne glikolize, pretvorbe miSi¢nog
glikogena preko piruvata u mlije¢nu kiselinu. Tijekom hladenja trupa, po€inje kontinuirani pad
pH u misi¢ju uslijed povecanja koncentracije mlije¢ne kiseline. U vremenskom periodu od 24
sata nakon klanja (pH24) vrijednosti padaju s pocetnih 7,4 do kona¢nih 5,7-5,5 (Braden, 2013).

U slucaju izlaganja Zivotinja akutnom stresu pred klanje ili neadekvatnog rukovanja
trupovima (visokih temperatura trupova (> 38 °C)) dolazi do ubrzane miSi¢ne glikolize 1

nakupljanja visokih koncentracija mlijecne kiseline. Tada u miSi¢ima kre¢e brzi pad pH
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vrijednosti (do pH 5,1) i dolazi do djelomi¢ne denaturacije proteina. Navedene promjene
manifestiraju se kao blijedo, mekano i vodnjikavo mesa, poznato kao PSE meso (engl. pale,
soft, exudative) (Karolyi, 2004; Candek-Potokar i Skrlep, 2012). PSE meso karakterizira nizak
WHC $to moze dovesti do velikih proizvodnih gubitaka (Braden, 2013; Candek-Potokar i
Skrlep, 2012). Nastanak PSE mesa takoder moze biti uzrokovan genetskim nasljedem, odnosno
povecanom osjetljivoscu na stres kod nekih pasmina svinja (Karolyi, 2004).

Dug transport zivotinja i izlaganje zivotinje stresu mogu dovesti do troSenja zaliha
glikogena u misi¢ima ante mortem, rezultiraju¢i sporim postmortalnim padom pH u misi¢ju
(do 6,6-6,9). Takvo meso postaje tamno, ¢vrsto i suho, poznato kao DFD meso (engl. dark,
firm, dry). DFD meso zbog svojeg neutralnog pH ima visok WHC stoga je podloznije
mikrobnoj kontaminaciji (Candek-Potokar i Skrlep, 2012). Bilo koje od navedena dva stanja
(PSE ili DFD) predstavlja ekstremno odstupanje od normalnih karakteristika te utjece na daljnji
razvoj kvalitete svjezeg mesa i preradenih mesnih proizvoda (Braden, 2013).

Vecina butova za proizvodnju prSuta standardne kvalitete potjece od laksih i mladih
svinja prosjec¢ne mase pri klanju od 110-120 kg. Za meso starijih svinja, koje sadrzi veci udio
mioglobina, manji udio vode (time i nizu aktivnost pojedinih proteoliti¢ckih enzima) i drugaciji
enzimski profil od mesa mladih svinja, svojstvena je intenzivnija crvena boja, ve¢i udio masti,
povoljnija konzistencija te intenzivniji okus 1 aroma (Toldra, 2002). S komercijalnog stajalista,
primjena takve sirovine nije uvijek isplativa te se butovi starijih i tezih svinja danas uglavnom
koriste proizvodnju priuta visoke kvalitete koji prolaze vrlo dug period zrenja (Candek-Potokar
i Skrlep, 2012). Poznato je kako meso nekastriranih muzjaka svinja (nerasta) nije prihvatljiva
sirovina za proizvodnju mesnih proizvoda zbog oslobadanja intenzivnog odbojnog mirisa pri
preradi (tzv. nerastovsko svojstvo) (Karolyi, 2021). Izmedu butova koji potje¢u od kastriranih
muzjaka 1 nazimica nema znacajnijih razlika u enzimskoj aktivnosti, senzorskim svojstvima
(Fuentes i sur., 2014; Tomazin i sur., 2020) i sastavu masnih kiselina (Franco i sur., 2014), no
butovi kastrata imaju neSto ve¢i udio masti, a time i veéu mramoriranost mesa, sporiju
apsorpciju soli i manji proizvodni kalo (Candek-Potokar i Skrlep, 2012).

Sustav drzanja svinja (otvoreni, poluotvoreni ili zatvoreni) i hranidba moZe zna¢ajno
utjecati na kvalitetu svinjskog mesa. U zatvorenom (intenzivnom) tipu svinje se drZze u
objektima izvan kojih im je na omogucéeno kretanje u betonski ogradenim i natkrivenim
jedinicama), a hranidba je bazirana na Kkoncentriranim krmivima. MjeSoviti sustav
podrazumijeva drZanje svinja u objektima te povremeno pusStanje na paSnjake ili Sume, u
odredeno godiSnje doba ili pri odredenim ciklusima u Zivotu krmace (Friih i sur., 2014).

Otvoreni sustav podrazumijeva drzanje svinja u potpunosti na otvorenom uz slobodno kretanje
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po pasnjacima i Sumama. U otvorenom sustavu svinje izravno pronalaze hranu, uglavnom travu
1 plodove poput Zzira ili kestena, $to rezultira viSim udjelom intramuskularnog masnog tkiva u
misic¢ju zivotinja (Bonneau i Lebret, 2010). Sastav obroka u najvecoj mjeri utjeCe na sastav
masnih kiselina intramuskularne masti jer se masne kiseline iz hrane ugraduju u masno tkivo
svinja (Gilles, 2009). Radi vece fizicke aktivnosti svinja drzanih u otvorenim sustavima,
njihovo meso intenzivnije je crvene boje (ve¢i udio mioglobina zbog vece potrebe za
intenzivnijim transportom kisika u miSi¢nim vlaknima) (Kovacevi¢, 2017), vece Evrstoce
misi¢nih vlakana i veceg WHC kapaciteta. Zbog karakteristi¢énog nac¢ina hranidbe, meso svinja
iz otvorenih sustava sadrzi ve¢i udio vitamina E, Zeljeza, polinezasi¢enih masnih kiselina
(PUFA) (posebno oleinske kiseline) i manji udio zasi¢enih masnih kiselina (SFA) (Bonneau i
Lebret, 2010; Pugliese i Sirtori, 2012).

2.3. Tehnoloski postupak proizvodnje dimljenoga priuta

Tehnoloski postupak proizvodnje prsuta ukljucuje nekoliko faza: prijem i obradu buta, soljenje,
susenje (kod nekih vrsta prSuta u kombinaciji dimljenjem) i zrenje (slika 7) (Toldré, 2012).
Postupak proizvodnje moze ponesto varirati ovisno o vrsti prsuta koji se proizvodi, no soljenje
1 suSenje neizostavan su dio proizvodnje svakog prsuta (Medi¢, 2017). Na slici 7. prikazana je

tehnoloska shema proizvodnje prsuta.
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Selekcioniranje svjezih
PRIJEM SIROVINE <+ L
svinjskih butova
v
Dodatak smjese za
PRED-SOLJENJE ¢ salamurenje (opcionalno)
v
Dodatak soli
SOLJENIJE +— (+ opcionalno: nitrati/nitriti i
drugi sastojci)
\ 4
ODMARANIJE
v
y DIMLIJENJE
SUSENJE <> . JENJ .
(opcionalno)
v
ZRENIJE —> Otkostavanje, rezanje
\ 4 \ 4
FINALNI PROIZVOD -« PAKIRANIJE

Slika 7. Dijagram proizvodnje prsuta (prilagodeno prema Toldra, 2012)

2.3.1. Prijem sirovine

Svjezi butovi za proizvodnju prsuta klasificiraju pri dolasku u proizvodni pogon u prema pH
vrijednosti u miSi¢ju buta i teZini. U nekim slu€ajevima, butovi se razvrstavaju i prema boji
misicja, sposobnosti vezanja vode i mramoriranosti mesa. Razvrstavanje butova prema pH
vrijednosti 1 tezini posebice je vazno zbog odredivanja optimalne koliCine soli koja ¢e se
koristiti u fazi soljenja (Toldra 2002; Petrova i sur., 2015a; Kovacevi¢, 2017).

Za proizvodnju prSuta uzimaju se svjezi svinjski butovi mase izmedu 9-16 Kg,
mikrobioloske ¢istoée od 10>-10* CFU/gram te pHz4 od 5,5-5,8. DFD meso visokih pH
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vrijednosti nije pogodno za obradu zbog podloZnosti mikrobnoj kontaminaciji te se odbacuje
odmah po prijemu. Prije soljenja butovi moraju biti dobro ohladeni (do 1-4 °C kroz 24-48 h).
U slucaju koriStenja zamrznutih butova, nuzno je provoditi odmrzavanje na adekvatnim
vrijednostima temperature i vlaznosti (engl., relative humidity, RH) kako bi se izbjegla dodatna
mikrobioloSka kontaminacija (do - 4 °C u sredistu buta). Svjezi butovi za proizvodnju prSuta
ne smiju imati vidljive defekte, poput zarezotina po misi¢ima ili vise¢ih dijelova misi¢a ili
koze, a vidljivo vezivno tkivo preporucljivo je ukloniti s buta u svrhu bolje penetracije soli u
meso. Kako je ranije navedeno, nacin obrade butova (razli¢iti oblici i rezovi) se ponesto
razlikuje ovisno o vrsti prsuta koji se proizvodi. Ohladeni i1 oblikovani butovi podvrgavaju se
ru¢nom ili strojnom masiranju radi istiskivanja zaostale krvi iz bedrene arterije i ostalih
prokrvljenih podrucja (Fenier, 2006; Toldra 2012).

Slika 8. Prijem svjezih svinjskih butova za proizvodnju prSuta (Jaramaz, 2020)

2.3.2. Soljenje

Soljenje predstavlja najkriti¢niju fazu u tehnoloSkom procesu proizvodnje prSuta. Zato se
tijekom cijele faze soljenja odrzavaju niske temperature (< 5 °C) zbog opasnosti od kvarenja,
odnosno pojave tzv. smrdljivog zrenja (Kovacevic, 2017).

Primjena soli pri proizvodnji prSuta ima viSestruku ulogu: (i) postizanje slanog okusa,
(i) osiguravanje mikrobioloSke stabilnosti (redukcija aw) 1 (iii) poveéanje topljivosti

miofibrilarnih proteina. Sol u znac¢ajnoj mjeri utjece na biokemijske procese koji se odvijaju u
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misi¢ju buta zbog sposobnosti inhibicije ili aktivacije odredenih miSi¢nih enzima, kao i
prooksidansnog uéinka (Gandemer, 2002; Bermudez i sur., 2014a,b; Harkouss i sur., 2015).
Tijekom soljenja dolazi do fenomena osmotske dehidracije jer tijekom difuzije soli u misiéje
buta, voda iz miSicja istovremeno izlazi van (Petrova i sur., 2015a).

U mediteranskim zemljama koristi se postupak suhog soljenja (iskljuc¢ivo NaCl sa ili
bez drugih dodataka), dok se u sjevernoj Europi u nekim slucajevima primjenjuje i u
salamurenje. Salamurenje se provodi homogenom suhom smjesom ili otopinom NaCl-a i
nitrata i/ili nitrita (najces¢e K ili Na), ugljikohidrata (npr. glukoze), fosfata, askorbata, zacina i
drugih propisima dopustenih sastojaka (Arnau Arboix, 2014; Kovacevi¢, 2017). Soljenje i
salamurenje se provodi pri temperaturama hladenja Sto rezultira sporijom i1 postupnom
difuzijom soli u mesu, ali i dodatnom inhibicijom razvoja mikroorganizama (Kovacevi¢, 2017).

U proizvodnji nekih vrsta prSuta provodi se kratka faza predsoljenja smjesom za
salamurenje (NaCl s nitratima 1/ili nitritima) (npr. pri proizvodnji Spanjolskog Serrano prsuta),
dok se kod nekih vrsta prSuta ova smjesa dodaje pri samom soljenju (francuski prsuti i americki
country-style). Nitrati se u mesu reduciraju u nitrite pomocu nitrat reduktaze prisutne u
prirodnoj flori u mesu (porodica Micrococcaceae) i daljnjim se procesima pretvaraju u dusikov
oksid pri pH oko 6 u prisustvu reducirajucih agenasa (Cesto askorbata) (Jiménez-Colmenero i
sur., 2010). Dusikov oksid reagira s mioglobinom pri ¢emu nastaje nitrozomioglobin te se
razvija karakteristi¢na crvena boja mesa. Kod nekih vrsta prsuta u salamuru se dodaje i Secer
koji doprinosi razvoju reducirajucih bakterija (Kovacevi¢, 2017). Nitrati i nitriti pridonose
razvoju specifi¢ne crvene boje mesa, mirisa i okusa salamurenog mesa te imaju antimikrobno
(posebice protiv Clostridium botulinuma) i antioksidativno djelovanje (Toldra, 2012). Zbog
potencijalnog rizika za ljudsko zdravlje (stvaranje nitrozamina) dozvoljeno ih je dodavati
isklju¢ivo u propisanim dozvoljenim koli¢inama (maksimalno 150 mg/kg kalijevog nitrita,
odnosno 300 mg/kg za smjesu kalijevog i natrijevog nitrita) (Berardi i sur., 2021). Pri
proizvodnji nekih vrsta prSuta njihova primjena je zabranjena (npr. proizvodnji Parma prsuta)
(Toldra, 2012), dok se pri proizvodnji hrvatskih prSuta takoder ne koriste.

Soljenje prsuta provodi se pri temperaturama od 2-6 °C i RH > 80 %. Za postizanje
optimalnog ucinka soljenja potrebno je osigurati dovoljne koli¢ine soli koja ¢e brzo i
ravnomjerno prodrijeti u miSi¢e buta. Soljenje se moze provoditi na dva razlicita na¢ina, to¢no
odredenom koli¢inom soli ili neodredenom koli¢inom sol (Toldra, 2012).

Metoda soljenja tocno odredenom koli¢inom soli provodi se na nacin da se butovi sole
koli¢inom soli proporcionalnom tezini butova (oko 35 g/kg buta), a sol utrljava rucno i

apsorbira u periodu od 15-20 dana. Metoda soljenja neodredenom koli¢inom soli provodi se
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slaganjem butova na police ili u posude od nehrdajuceg celika s masnim tkivom okrenutim
prema dolje 1 okruzivanjem morskom soli (najée$¢e krupnom), uz strogo kontrolirano vrijeme

soljenja (otprilike tijekom dva tjedna pri 0-4 °C i RH > 95 %, uz gubitak mase od 3-4 %). Visak

soli se odstranjuje cetkanjem ili ispiranjem (Toldra, 2012; Petrova i sur., 2015a).

Slika 9. Soljenje prSuta (lijevo: Anonymous, 2014; desno: Jaramaz, 2020)

Faza odmaranja provodi se u svrhu jednolike distribucije soli kroz cijeli but, uz prosjecni
gubitak na masi od 4-6 % u trajanju od 20-60 dana (Toldré i sur., 1997; Toldra, 2012). Kona¢ni
udio soli kod veéine prSuta iznosi 4-6 % (Iberijski, Parma, Krcki prSut), no kod nekih vrsta
prSuta moze iznositi 1 8-9 % (Dalmatinski i Drniski prsut) (Toldra, 2002; Kovacevi¢, 2017).

U posljednjem dijelu faze soljenja butovi se mogu i presati, $to je karakteristi¢no za
tradicionalnu proizvodnju Dalmatinskog prsuta. PreSanjem se postize pravilan oblik prsuta, $to
je posebno vazno kada se prsut stavlja na trziste u cjelovitom obliku s kosti. Butovi se presaju
tako da se sloZe u redove izmedu ploca i1 opterete. PreSanje se provodi se u trajanju od 7-10

dana, uz pri niskim temperaturama (2-6 °C) i RH >80 % (Kos i sur., 2015).
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Slika 10. PreSanje Dalmatinskog prSuta (Anonymous, 2014)

Duljina trajanja faze soljenja uz predsoljenje i odmaranje moze trajati od jednog do nekoliko
mjeseci, ovisno o tezini buta, pH, udjelu intramuskularne masti i uvjetima u komorama za
soljenje (Petrova i sur., 2015a).

Misi¢ buta SM izloZen je vecoj kolic¢ini soli tijekom faze soljenja stoga sadrZzi vise soli
U pocetnim fazama proizvodnje od BF prekrivenog kozom i masnim tkivom. Medutim, tijekom
cijelog proizvodnog procesa postoji tendencija izjedna¢avanja koncentracije soli u butu. Taj
fenomen posebno je vidljiv kod dugog procesa proizvodnje prSuta, kada zbog gradijenta

koncentracije unutarnji dijelovi buta s ve¢im udjelom vode sadrze viSe koncentracije otopljene

soli od vanjskih dijelova (Toldra, 2002; Harkouss i sur., 2018).

2.3.3. Dimljenje

Provodenje dimljenja u proizvodnji priuta je opcionalno i uglavnom ovisi o zemlji i/ili regiji
proizvodnje. Cesto se primjenjuje u zemljama Sjeverne Europe gdje klimatski uvijeti (visoka
vlaznost i niZe temperature) ne pogoduju brzom susenju mesa, dok se na Mediteranu uglavnom
ne provodi (Petrova i sur., 2015a). Dimljenje, u kombinaciji sa soljenjem i suSenjem, ima
konzervirajuéi ucinak, a fenolni spojevi djeluju antioksidativno i1 pridonose specifi¢noj boji 1
aromi mesnih proizvoda (Martuscelli i sur., 2009).

Dim koji se koristi u proizvodnji mesnih proizvoda nastaje uglavnom sagorijevanjem
usitnjenog drveta, najCeSCe strugotina bukve, graba, javora ili drugih tvrdih drva poput
mahagonija. Cetinari nisu pogodni za dimljenje zbog prisutnosti eteriénih smola koje dovode

do razvitka ¢adi i mirisa terpentina. U industriji se koriste automatizirane komore i generatori
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za proizvodnju dima koji osiguravaju niske temperature tinjanja i stvaranja pozeljnih aroma
drveta, dok se u seoskim domacinstvima koriste pusnice (dim se proizvodi u pusnici) ili su
izgradena vanjska lozista iz kojih se pomocu cijevi dim doprema u pusnicu (Kovacevi¢, 2017).

Apsorpcija i prodiranje spojeva dima u proizvod ovisi o parametrima procesa kao $to
su temperatura dima, vrijeme dimljenja, udaljenost proizvoda od izvora dima i RH (Martuscelli
i sur., 2009). Za proces proizvodnje Dalmatinskog i DrniSkog prSuta karakteristi¢na je primjena
hladnog dimljenja (15- 25 °C), unato¢ tome $to pripadaju mediteranskom tipu prsuta koji se ne
dime. Primjena hladnog dimljenja posljedica je tradicije i raznih kulturnih utjecaja. Hladno
dimljenje Dalmatinskog 1 DrniSkog prsuta se u praksi provodi zajedno sa suSenjem u trajanju
od otprilike 45 dana, na nacin da se prsuti hladno dime za vrijeme toplijih dana, dok se tijekom

hladnijih izlazu buri i suse (Kovacevi¢, 2017).

2.3.4. SuSenje

Procesom suSenja uklanja se voda iz svinjskog buta isparavanjem potaknutim koncentracijskim
gradijentom izmedu zraka za suSenje i proizvoda koji se susi (Petrova i sur., 2015b). Susenjem
se postize redukcija masenog udjela vode i aw u butu i povecanje trajnosti prsuta (inhibicija
mikroorganizama kvarenja), razvoj tipicne teksture te smanjenje mase i volumena (proizvodni
kalo iznosi 30-40 %) (Kovacevi¢, 2017). Redukcija aw pod kontroliranim temperaturnim
uvjetima utjece na aktivnost endogenih misiénih enzima vaznih za formiranje organoleptickih
znaCajki prSuta (Toldra, 2002). U industrijskoj proizvodnji suSenje se provodi u
automatiziranim komorama s mogucénoscu regulacije parametara susenja (temperature, RH,
brzine strujanja zraka) u kojima se optimalni uvjeti suSenja mogu odrzavati tijekom cijele
godine (Kovacevi¢, 2017).

smanjenje izrazenije u SM u odnosu na BF Koji je prekriven kozom i potkoznim masnim
tkivom. Budu¢i da se butovi sole prije suSenja, fluktuacije u udjelu vode mogu biti i vece radi

razlicitog stupnja prodiranja soli u miSi¢e (Petrova i sur., 2015b).
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Slika 11. SuSenje Dalmatinskog prSuta (u kombinaciji s dimljenjem) (Anonymous, 2014)

2.3.5. Zrenje

Zrenje je zavrsna faza proizvodnje prSuta tijekom koje se odvijaju procesi najznacajniji za
razvitak specifi¢nih senzorskih svojstava prsuta, posebice u vidu formiranja tipicne teksture i
arome prSuta. Tijekom zrenja dolazi do intenzivnog odvijanja proteoliti¢kih i lipolitickih
procesa pod utjecajem endogenih enzima.

Zrenje se odvija u specijaliziranim komorama s kontroliranim strujanjem zraka,
temperaturom (oko 15 °C) i RH oko 65 % (Parolari, 1996; Toldra, 2012). Kvaliteta prSuta
kontrolira se olfaktornim testom (engl. ,,sniffing test*), koji se provodi umetanjem male sonde
u odredeno podrucje prsuta, a zatim se u izuzetom uzorku mirisanjem otkrivaju karakteristike
arome 1 eventualne mane prSuta (Toldra, 2012). Duljina provodenja faze zrenja ovisi 0
karakteristikama buta kao $to su pH, teZina buta i udio intramuskularne masti. Moze trajati od
otprilike Sest mjeseci do dvije godine, a ponekad i dulje (Toldra, 2002). Na ovim prostorima
zrenje se provodi najcesce u trajanju od godine dana (Dalmatinski prsut, Istarski prSut, Kraski
prsut i dr.), dok neke vrste prSuta vrhunske kvalitete (Iberijski, Parma, Bayonne i dr.) prolaze i
dulji proces zrenja (dvije godine ili vise) (Pugliese i sur., 2015; Kovacevi¢, 2017; Rueda i sur.,
2020).

Produljenjem vremena zrenja omogucava se ve¢i stupanj enzimske razgradnje, §to
pridonosi okusu i aromi i posljedi¢no vecoj kvaliteti prSuta (Petrova i sur., 2015a). Produljeno
zrenje provodi se u podrumima pri neSto visSim temperaturama i1 viSim vrijednostima vlaZznosti
zraka (prosjec¢no 18-20 °C i RH od 75-82 %) (Parolari, 1996; Toldra, 2002). Prsuti se Cesto
premazuju slojem masti i za€ina kako bi se povrSina zastitila od isuSivanja (Kovacevi¢, 2017).

Tijekom produljenog zrenja dolazi do dodatnog isuSivanja miSi¢a buta, distribucije soli 1
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proteolitickih 1 lipolitickih promjena Sto dovodi do nastanka veceg broja hlapljivih spojeva
arome 1 dodatnog omeksavanja teksture (Toldra, 2002; Arnau Arboix, 2014). Zbog
intenzivnijih proteolitickih procesa U BF, u tom miSi¢u izrazenije su promjene u parametrima
teksture i koli¢ini hlapivih spojeva arome (Toldrd i sur., 1997; Pugliese i sur., 2015). S
tehnoloskog aspekta produljeno zrenje predstavlja zahtjevan i1 skup proces. U slucaju
nekontroliranog provodenja produljenog zrenja moze do¢i do pretjerane proteolize te razlicitih
mana u teksturi i izgledu prSuta (Arnau i sur., 1997). Pravilnim provodenjem procesa

produljenog zrenja postizu se specificna senzorska svojstva i proizvod vrhunske kvalitete (Cilla
i sur., 2005).

Slika 12. Zrenje Dalmatinskog prsuta (Anonymous, 2014) (gore) i zrenje Iberijskog prsuta u
podrumima vrhunskog brenda ,,Cinco Jotas“ (Jabugo, pokrajina Huelva, Spanjolska) (dolje)
(Minder, 2015)
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2.3.6. Finalni proizvod

Prosjeéni kemijski sastav mediteranskih vrsta prSuta iznosi 37-50 % vode, 9-20 % masti, 24-
43 % proteina, 6-10 % pepela i 4-9 % soli, aw od 0,85-0,91 i pH od 5,8-6 (Ventanas i sur., 2007,
Benedini i sur., 2012, Marusi¢ i sur., 2014; Martinez-Onandi i sur., 2019).

Prsuti se plasiraju na trziSte u komadu (Cesto prSuti visoke kvalitete), otkosteni ili ve¢
narezani 1 upakirani spremni za konzumaciju (Toldra, 2012). Pakiranja ve¢ narezanog prsuta
su zbog svoje prakti¢nosti sve traZzenija opcija kod potrosaca, stoga se danas raznim metodama
i ambalaznim materijalima nastoji produljiti svjezina narezanog prSuta. Glavne metode
pakiranja pruta su vakuum i kontrolirana, odnosno modificirana atmosfera (MAP) (Séetar i
sur., 2010).

Pakiranjem u vakuumu uklanja se zrak iz prostora pakiranja (fleksibilna ambalaza
nepropusna na kisik), ¢ime se stvaraju nepovoljni uvjeti za rast mikroorganizama (anaerobni
ili mikroaerofilni uvjeti). Smanjenjem volumena pakiranja ujedno se pridonosi uStedi prostora
i energije tijekom skladistenja i distribucije (S¢etar i sur., 2010). Pakiranje u MAP temelji se
na promjeni sastava plinova u pakiranju ¢ime se osigurava mikrobioloSka stabilnost, izvorna
kvaliteta i oCuvanje senzorskih svojstava (Vujkovi¢ i sur., 2007). Kao prednosti pakiranja
prsuta u MAP-u nad vakuumom navode se bolji izgled prSuta i lakSe odvajanje pojedinacnih
kriski prsuta radi manjeg sljepljivanja (Andrés i sur., 2006). Pri pakiranju mesnih proizvoda u
MAP najvise se koriste mjesavine ugljikova dioksida (CO3) i dusika (N2) u raznim omjerima,
npr. No/CO»: 70/30 i 80/20 (Parra i sur., 2010; Latorre i sur., 2012). CO- se koristi zbog svog
bakteriostatskog uc¢inka, dok N2 sprjeava kolaps pakiranja te zamjenjuje zaostali sadrZzaja
plina u zratnom prostoru pakiranja (Parra 1 sur., 2010). IstraZivanjem parametara kvalitete
narezanog Dalmatinskog prSuta pakiranog u PA/PE materijal tijekom Sest mjeseci skladiStenja
(pri 4°C) utvrdena je znacajno bolja ocuvanost kvalitete prSuta pakiranog u MAP u odnosu na
vakuum pakiranje. Pakiranje u MAP pokazalo se boljim vidu ocuvanja senzorskih
karakteristika 1 stabilnosti na oksidaciju masti, dok znacajnije razlike izmedu MAP i vakuuma

nisu utvrdene jedino u parametru oksidacije proteina (Kurek i sur., 2021).
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2.3.6.1. Utjecaj faze dimljenja na kvalitetu prSuta

Dimljenje je jedna od najstarijih metoda konzerviranja koja se naSiroko primjenjuje u procesu
proizvodnje tradicionalnih suhomesnatih proizvoda (Simko, 2005; Martuscelli i sur., 2009;
Petricevi¢ 1 sur., 2018). U danasnje vrijeme, dimljenje se uglavnom primjenjuje u svrhu
postizanja karakteristi¢ne boje, okusa i arome mesnih proizvoda. Zbog specifi¢nih senzorskih
svojstava, dimljeni mesni proizvodi kod potrosaca su Cesto bolje prihvaceni od nedimljenih
(Pham i sur., 2008). Dim koji je nastao sagorijevanjem drveta sastoji se od priblizno 400
identificiranih organskih spojeva, uglavnom fenola, aldehida i ketona, karboksilnih kiselina,
alifatskih i aromatskih ugljikovodika, alkohola i estera (Sikorski i Sinkiewicz, 2014).

Konzervirajuée djelovanje dimljenja posljedica je prisutnosti spojeva koji imaju
bakteriocidni i fungicidni (formaldehidi, ugljikovodici, octena i mravlja kiselina, alkoholi i dr.)
te antioksidativni (fenoli) efekt. Tijekom dimljenja ujedno dolazi do prosusivanja proizvoda
zbog strujanja zraka i dima (Martuscelli i sur., 2009; Kovacevi¢, 2017).

Karakteristi¢na zlatno-smeda boja dimljenog prsuta posljedica je adsorpcije karbonila
iz dima na povrSinu buta, koji potom stupaju u reakciju s amino skupinama proteina mesa i
sudjeluju u reakcijama slicnima Maillardovim reakcijama. Aroma dimljenog mesa uglavnom
dolazi od formalaldehida, laktona i viSe od 20 razlicitih fenola (posebno gvajakol, 4-
metilgvajakol i siringol) (Feiner, 2006). U istraZivanju aromatskih profila hrvatskih dimljenih
i nedimljenih prsuta, odreden je ve¢i udio fenola, aromatskih ugljikovodika i kiselina u
dimljenima (Petrievié i sur., 2018). U Dalmatinskom prsutu odredena je prisutnost gvajakola,
fenola, o- i m-krezola, 2,5- i 2,6-ksilenola i 2,6-dimetoksifenola koji nisu odredeni u drugim
vrstama mediteranskih prSuta (Jerkovi¢ i sur., 2007).

Tijekom dimljenja mesnih proizvoda nastaju uvjeti koji pogoduju stvaranju kemijskih
kontaminanata, medu kojima su policiklicki aromatski ugljikovodici (PAH). Zbog
kancerogenih i mutagenih svojstava njihova prisutnost u hrani predstavlja rizik za ljudsko
zdravlje (posebno benaz(a)piren) (Yebra-Pimentel i sur., 2015). Dostupna istrazivanja
dimljenih pruta (Poljanec i sur., 2019) i drugih dimljenih mesnih proizvoda (Skaljac i sur.,
2018; Bogdanovi¢ i sur., 2019) utvrdila su kako se PAH spojevi adsorbiraju na povrSinu
proizvoda, odnosno na kozu i potkozno masno tkivo koji djeluju kao barijera i sprjecavaju
difuziju PAH-ova u unutra$njost proizvoda. Buduc¢i da se u proizvodnji prSuta primjenjuje
postupak hladnog dimljenja u kontroliranim tehnoloskim uvjetima, prSut ne predstavlja izvor
PAH-ova koji bi predstavljali znacajan rizik po zdravlje potrosaca (Bogdanovi¢ i sur., 2019,

Poljanec i sur., 2019).
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2.4. Fizikalno-kemijske promjene tijekom proizvodnje priuta

Tijekom tehnoloskog procesa proizvodnje dolazi do znacajnih promjena fizikalno-kemijskih
svojstava prSuta koje su primarno posljedica poveéanja koncentracije soli i redukcije vode u
misi¢ju buta (Toldra, 2002). Dimljenje i zrenje imaju najvazniji utjecaj na senzorska svojstva,
no generalno ne pridonose znacajnijoj redukciji udjela vode i promjeni osnovnog kemijskog
sastava (Kovacevi¢, 2017).

pH vrijednost se smatra jednim od najvaznijih fizikalnih parametara prsuta jer uvjetuje
enzimsku aktivnost i tijek biokemijskih procesa u prutu (Toldra i sur., 1997; Petrova i sur.,
2015a). Takoder, utjeCe na kapacitet zadrzavanja vode u miSi¢ima buta, §to je vazno za
dinamiku dehidratacije i difuzije soli u misiée (Candek-Potokar i sur., 2012). pH priuta se
tijekom proizvodnje blago povecava s pocetnih 5,6-5,8 do konacnih 6,1. Najvece promjene
vrijednosti pH odvijaju se nakon soljenja i pri pocetku faze zrenja, dok tijekom produljenog
zrenja ne dolazi do znacajnijih promjena pH (Toldr4, 2002; BermuUdez i sur., 2018).

Aw vrijednost mesa je funkcija: (i) masenog udjela vode, (ii) vrste i koli¢ine tvari
otopljenih u vodi i (iii) nacina vezanja vode u mesu (Kovacevi¢, 2017). Aw prsuta pozitivno
korelira s masenim udjelom vode te negativno sa udjelom soli (Bermudez i sur., 2014a;
Harkouss i sur., 2015). Aw vrijednosti misi¢ja buta kontinuirano padaju tijekom cijelog procesa
proizvodnje kao posljedica difuzije NaCl i dehidratacije buta (Bermudez i sur., 2014a;
Harkouss i sur., 2014), s poc¢etnih 0,98-0,99 do konac¢nih 0,85-0,90, ovisno o duljini procesa i
misi¢u u kojem se vrijednosti mjere (Bermudez i sur., 2014a, Harkouss i sur., 2018). Pad aw
vrijednosti pod kontroliranim temperaturnim uvjetima utjeCe na enzimsku aktivnost u
miSi¢ima, na mikrobioloSku stabilnost i na formiranje organoleptic¢kih znacajki prSuta (Toldra,
2002).

Tijekom cijelog tehnoloSkog procesa dolazi do redukcije masenog udjela vode s
pocetnih 65 - 75% na prosjecno 40 - 55%, a najznacajnija dehidratacija postize se nakon faze
susenja (Kovacevi¢, 2017). U Dalmatinskom prSutu nakon faze susenja s dimljenjem dolazi do
redukcije vode od prosje¢no 21-22 % (Kos 1 sur., 2014, navedeno u: Kovacevi¢, 2017). Stupanj
dehidracije ovisi o0 brojnim faktorima: (i) udjelu masnog tkiva u butu (viSe masti-manji kalo),
(i1) masi buta (tezi butovi-manji kalo) (Karloyi, 2002, navedeno u: Kovacevi¢, 2017), (ii1) dobi,
spolu i pasmini svinje, (iv) tehnologiji proizvodnje (preSanje, dimljenje i produljeno zrenje
pridonose vecem kalu) (v) patoloskim promjenama uzrokovanima stresom (prsut proizveden

od PSE mesa ima veci kalo). Na stupanj dehidratacije takoder utjeCe nacin obrade buta jer se

34



kod nekih vrsta prsuta potpuno uklanja koza 1 potkoZzno masno tkivo (npr. Istarski prsut) ¢ime
se povecava evaporacijska povrsina) (Kovacevi¢, 2017).

Kemijske promjene tijekom proizvodnje uglavnom su povezane s gubitkom vode i
penetracijom soli kroz but, §to dovodi do povecanja udjela proteina (s po¢etnih 16-21 % do 30-
35 %) i masti (s pocetnih 4-7 % do 10-20 %) (Kovacevi¢, 2017). Ostale promjene povezane su
s produktima proteolitickih 1 lipolitickih reakcija i nakupljanjem njihovih produkata te

oksidacijskim promjenama (Toldra, 2002).

2.5. Biokemijske promjene tijekom proizvodnje prSuta
2.5.1. Proteoliza

Proteoliza predstavlja jedan od najvaznijih biokemijskih procesa koji se odvijaju tijekom
proizvodnje prSuta. Brojna istrazivanja proteolitickih promjena tijekom proizvodnje prSuta
istaknula su njihov znacajan utjecaj na kvalitetu kona¢nog proizvoda (Harkouss i sur., 2012,
2015; Fabbro i sur., 2016, , Mora i sur., 2017). Proteoliticke reakcije u prSutu odvijaju se
primarno djelovanjem endogenih enzima prisutnih u miSi¢nom tkivu, budu¢i da se u prsutu
nalazi zanemariv broj mikroorganizama koji bi mogli hidrolizirati proteine, prvenstveno zbog

uvjeta koji ogranic¢avaju njihov rast (nizak aw i visok udio NaCl-a) (Toldra, 2002).

2.5.1.1. Karakteristike najznacajnijih proteolitickih enzima u proizvodnji prsuta

Misi¢no tkivo sadrzi velik broj razli¢itih enzima koji se klasificiraju prema djelovanju 1 lokaciji
(Toldra, 2002; Petrova i sur., 2015a). Prema djelovanju, enzimi se dijele na proteaze (poznate
i kao endopeptidaze) (koje cijepaju proteine na vece peptide) te egzopeptidaze (koje cijepaju
vece peptide na one manje te na aminokiseline). Endopeptidaze djeluju na nacin da
hidroliziraju unutarnje peptidne veze misi¢nih proteina, dok egzopeptidaze cijepaju peptidne
lance (di- i tri- peptidilpeptidaza (DPP i TPP)) ili aminokiseline s N- terminalnih
(aminopeptidaze) ili C-terminalnih (karboksipeptidaze) krajeva proteinske okosnice.
Proteoliticki enzimi locirani su ve¢inom u lizosomima (katepsini, ve¢ina DPP 1 TPP 1
aminopeptidaza) i citosolu (kalpaini i kaspaze) miSi¢nih stanica (Toldra, 2002; Petrova i sur.,
2015a).

Kalpaini I i 1l su neutralne endopeptidaze, a glavna uloga im je razgradnja velikog broja
miofibrilarnih proteina do polipeptida (uz iznimku miozina, aktina, a-aktinina i troponina C)

(Toldra, 2012). Kalpain | ima slabu stabilnost postmortem, dok je aktivnost kalpaina Il
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limitirana na prva dva tjedna proizvodnje jer se porastom koncentracije NaCl-a tijekom soljenja
ubrzo deaktivira (Cordoba i sur., 1994; Toldra, 2014). Uc¢inak kaspaza u razgradnji proteina
jos uvijek nije u potpunosti istrazen, no poznato je kako su aktivni samo par dana postmortem
te se smatra kako nemaju znacajniju aktivnost u proteoliti¢koj razgradnji (Toldra, 2002; Xiong,
2018).

Glavni lizosomalni proteoliticki enzimi su endopeptidaze katepsini B, D, H i L.
Katepsini B, H i L su cisteinske proteaze optimalne aktivnosti pri pH 6,0, dok je katepsin D
aspartatna kisela proteaza optimalno aktivna pri pH 3,0-5,0. Katepsini B i L smatraju se
najvaznijim proteolitiCkim enzimima budu¢i da su stabilni i aktivni tijekom cijelog procesa
proizvodnje, dok je aktivnost katepsina D limitirana na prvih 5-6 mjeseci. Katepsin H ima
sposobnost hidrolize miozina, iako veéinski pokazuje svojstva aminopeptidaza. Glavni
supstrati katepsina B su aktin i miozin, a katepsina D i L titin, MHC, aktin, tropomiozin i
troponin T i I. Aktivnost katepsina regulirana je endogenim inhibitorima cistatinima (Toldr4,
2002; Petrova i sur., 2015a).

Glavne egzopeptidaze DPP i TPP u kasnijim fazama proteolize nastavljaju razgradnju
proteina do tri- i di- peptida. Aminopeptidaze razgraduju peptide do slobodnih aminokiselina i
aktivne su pri neutralnim ili baziénim pH vrijednostima (Toldr4, 2002; Petrova i sur., 2015a).
Glavne aminopeptidaze pronadene u prSutu su arginil aminopeptidaza (RAP), alanil
amonipeptidaza (AAP) i metionin aminopeptidaza (MAP). U skeletnim miSi¢ima prisutne su i
leucil- i piroglutamil aminopeptidaza, no njihova aktivnost je zanemariva budu¢i da je pH u
prsutu daleko od optimalnog pH potrebnog za njihovu aktivnost (Toldra, 2002). AAP i MAP
imaju Siroku specificnost te su sposobne hidrolizirati Siroki spektar aminokiselina, dok RAP
ima sposobnost hidrolize samo bazi¢nih aminokiselina (poput arginina, lizina 1 histidina). [ako
su sve aminopeptidaze osjetljive na porast koncentracije soli, AAP i RAP su stabilne tijekom

cijelog procesa proizvodnje prsuta (Toldra i sur., 2000a).

2.5.1.2. Proces proteolize tijekom proizvodnje prsuta

Nakon smrti zivotinje dolazi do koncentriranja mlije¢ne kiseline 1 pada pH vrijednosti §to
rezultira razaranjem intracelularnin membrana, miofibrilarnih struktura i1 lizosoma te
oslobadanja proteolitickih enzima koji prelaze u misiéno tkivo (Kovacevi¢, 2001; Toldra,
2014). Kolicina proteolitickih enzima u mesu ovisi pretezito o pasmini, odnosno genetici i dobi

svinja (Candek-Potokar i Skrlep, 2012). Njihov udio i aktivnost mijenja se kroz faze
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proizvodnje prsuta, od svjezeg mesa do finalnog proizvoda, zbog promjena uvjeta koji vladaju
u butu (prvenstveno porasta udjela soli, dehidracije i promjene pH) (Petrova i sur., 2015a).

Proces proteolize u misi¢ima zapocinje oslobadanjem Ca?* iona iz sarkoplazmatskog
retikuluma i aktivacijom kalpaina kojima pogoduju uvjeti nizeg pH i nesto nizih koncentracija
Ca?" iona (Lana i Zolla, 2016). Njihova aktivnost usmjerena je na razgradnju proteina Z-diska
(desmina, titina i nebulina) i regulatornih proteina. Porast pH mesa uz porast koncentracije soli
uzrokuje inaktivaciju kalpaina ve¢ 10-14 dana postmortem, a hidrolizu miofibrilarnih proteina
preuzimaju katepsini (uglavnom B i L) (Toldré i Flores, 1998). Na djelovanje katepsina
povoljno djeluje blagi porast pH (Toldra i Flores, 2000) koji potom sudjeluju u razgradnji
miofibrilarnih proteina (MHC, aktin, troponin, tropomiozin, M i C proteini i dr.). Na djelovanje
katepsina povoljno djeluje i porast temperature tijekom susenja i zrenja, no zbog dehidratacije
I pada aw vrijednosti te porasta koncentracije soli (iznad 4 %) dolazi do redukcije njihove
aktivnosti kroz proces (Zhao i sur., 2005; Toldra i sur., 2020). Ipak, katepsini B i L pokazuju
odredenu rezidualnu aktivnost (Zhou i sur., 2019), dok se katepsin D inaktivira ve¢ nakon 5
mjeseci (u SM), odnosno 10 mjeseci (u BF) (Toldra i sur., 1993). U ovim procesima nastaju
proteinski ostaci i polipeptidi srednje veli¢ine, a njihova daljnja razgradnja rezultat je
djelovanja razlic¢itih egzopeptidaza (DPP, TPP, aminopeptidaza, karboksipeptidaza). Kao
produkti pritom nastaju kratkolancani peptidi i1 slobodne aminokiseline. 1z nastalih slobodnih
aminokiselina daljnjim  kemijskim modifikacijama poput Streckerove razgradnje
(dekarboksilacija i deaminacija) mogu nastati brojni razgradni produkti, poput biogenih amina
i raznih hlapivih spojeva arome (alkohola, aldehida, ketona, kiselina, estera i dr.) (Toldra, 2014;
Kovacevi¢, 2017).

Nastali produkti proteolize izravno utjeCu na konzistenciju prSuta te sudjeluju u
stvaranju karakteristicne arome 1 okusa (Toldra, 2014). NajvaZnije proteoliticke promjene
vazne za formiranje vrhunskih senzorskih karakteristika prSuta odvijaju se pri produljenom
procesu zrenju i niskim koncentracijama soli (Toldra i Flores, 1998). Pojedine aminokiseline
(uglavnom glutaminska kiselina, alanin, leucin, lizin, valin i asparaginska kiselina) nastaju u
vrlo visokim koncentracijama (50-350 mg/100 g proizvoda) do kraja procesa (Toldra, 2014).
To je primarno posljedica djelovanja AAP koja je zbog svoje Siroke supstratne specifi¢nosti
zasluzna za nastanak 83 % nastalih aminokiselina (Zhao i sur., 2005). Konaéne koncentracije
aminokiselina u prSutu primarno ovise o duljini procesa 1 vrsti prsuta (Toldra, 2002). Utvrdeno
je i kako sastojci mjesavina za salamurenje (nitriti i askorbinska kiselina) te neki proteoliticki

produkti (pojedini peptidi i aminokiseline) mogu u odredenoj mjeri djelovati inhibitorno na
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aktivnost aminopeptidaza i tako utjecati na aminokiselinski profil prSuta (Toldra i sur. 1993;
Gianelli i sur., 2000).

Miofibrilarni proteini primarni su supstrati misi¢nih enzima (LOpez-Pedrouso i sur.,
2018). Budu¢i da oni ¢ine veéinu ukupnog sadrzaja miSi¢nih proteina, njihova proteoliticka
razgradnja izravno utjeCe na teksturu mesa (Larrea i sur., 2006). Razgradnja miofibrilarnih i
sarkoplazmatskih proteina tijekom proizvodnje prsuta opsezno je istrazivana elektroforetskim
tehnikama, posebice elektroforezom na poliakrilamidnom gelu (SDS-elektroforeza) (Théron i
sur., 2011; Berardo i sur., 2015; Bermudez i sur., 2015, Lopez-Pedrouso i sur., 2018).
Elektroforetskim profilima prsuta tijekom proizvodnje demonstrirana je intenzivna razgradnja
miofibrilarnih proteina, posebno teSkog lanca miozina (engl. Myosin Heavy Chain, MHC) i
lakog lanca miozina 1 i 2 (engl. Myosin Light Chain 112, MLC1 i MLC2), troponinaC i I, uz
stvaranje novih proteinskih vrpci (150-45 kDa i 20-16 kDa) (Toldré i sur., 1993; Larrea i sur.,
2006).

Opseg 1 tijek proteolitickih promjena u prSutu zna¢ajno varira ovisno o karakteristikama
sirovine (poput genotipa i dobi svinja) te specifi¢nih preradbenih uvjeta (temperatura, duljina
proizvodnje, vrijednosti awi pH i koncentracija soli) (Toldré i sur., 1997; Harkouss i sur., 2015).
Znanstvena istrazivanja pokazala su kako se intenzitet proteolize povecava produljenjem
vremena zrenja (Benedini i sur., 2012; Pugliese i sur., 2015), a na proteolitic¢ku aktivnost
pozitivno djeluju i blago povisena temperatura (Morales i sur., 2007; Harkouss i sur., 2014),
vrijednosti pH koji odgovaraju blago kiselim uvjetima (Garcia-Garrido i sur., 2000), vise
vrijednosti udjela vode i aw (Serra i sur., 2005) i nize koncentracije NaCl-a (Benedini i sur.,
2012).

Intenzitet proteoliticke aktivnosti takoder moze varirati ovisno o anatomskom polozaju
miSica u butu tijekom proizvodnje. Zbog vanjskog poloZaja u butu tijekom obrade, misi¢ SM
izloZen je brzoj dehidraciji 1 brZoj difuziji NaCl-a tijekom pocetnih faza proizvodnje. Misi¢ BF
se tijekom proizvodnje nalazi u unutarnjem dijelu buta te je slojem koZe i potkoZznog masnog
tkiva zaStien od brze dehidratacije 1 difuzije NaCl-a. Ovi uvjeti omogucavaju intenzivniju
proteoliticku aktivnost kroz proces u BF u odnosu na SM (Harkouss 1 sur., 2015). Medutim,
preostala aktivnost enzima opada zajedno s prodiranjem soli u tkivo misi¢a BF u kasnijim

fazama proizvodnje (Petrova i sur., 2015a).
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Slika 13. Tijek proteolize u miSi¢ima BF 1 SM tijekom proizvodnje Bayonne prSuta

(prilagodeno prema Harkouss i sur., 2015)

Zbog utjecaja na slabiju difuziju soli u misi¢no tkivo buta (difuziju soli podrzava voda),
prosaranost intramuskularnim masnim tkivom (mramoriranost) ograni¢ava prodiranje NaCl-a
u misi¢no tkivo i na taj nacin neizravno doprinosi intenzivnijoj proteolizi (Toldra, 2002).
Proteoliza ima brojne ucinke na kvalitetu prSuta: (i) utjeCe na teksturu mesa
(omeksavanje), (ii) povecava socnost mesa hidratacijom proteina (posebno miozin), (iii) utjece
na formiranje okusa (stvaranjem malih peptida i slobodnih aminokiselina) i mirisa (daljnjom
razgradnjom slobodnih aminokiselina i njihovih razgradnih produkata — Mallardove reakcije i
Streckerove razgradnje), (iv) dovodi do povecanja pH vrijednosti (nakupljanje slobodnih
aminokiselina) (Toldra, 2002). Intenzitet proteolize najces¢e se mjeri indeksom proteolize (PI)
koji je definiran kao omjer neproteinskog dusika i ukupnog dusika (Ruiz-Ramirez i sur.., 2006;
Harkouss i sur., 2015; Pérez-Santaescolastica i sur., 2018). Preintenzivna proteoliza moze
dovesti do naruSavanja kvalitete prSuta 1 brojnth mana prSuta poput nastanka gorkog 1 metalnog
okusa (prekomjerno nakupljanje peptida i aminokiselina), nastanka bijelih kristala tirozina i
pojave bijelog filma na kriSkama narezanog prSuta (Toldra i sur., 1990) te premekane
(,,pastozne®) teksture (Toldra i Flores, 1998; Pérez-Santaescolastica i sur., 2018; Zhou i sur.,
2021). Navedene mane uglavnom su posljedica genotipa svinja (odredene pasmine imaju
genetski poviSene razine katepsina B u miSi¢ima), postupcima prije klanja, dobi 1 prehrani

svinja (Candek-Potokar i Skrlep, 2012, Pérez-Santaescolastica i sur., 2018).
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Znanstvenim istrazivanjima posljednjih godina identificiran je velik broj bioaktivnih
peptida koji se generiraju kao produkti proteolize u prsutu. Bioaktivni peptidi su kratke
sekvence aminokiselina (2-20 aminokiselina) koji su interesantni sa znanstvenog aspekta zbog
razli¢itth  povoljnih  fizioloskih ucinaka u organizmu (poput antioksidativnog,
antihipertenzivnog, antimikrobnog djelovanja) (Gallego i sur., 2019). Na njihova svojstva
utjeCu hidroliticki enzimi, uvjeti proizvodnje i njihova veli¢ina koja odreduju njihovu
apsorpciju i bioraspolozivost u organizmu (Gallego i sur., 2019). Njihova kvantifikacija u
prsutu jos$ uvijek predstavlja izazov, a razlog tomu su mala veli¢ina i niska koncentracija
bioaktivnih peptida, kompleksnost prSuta kao matriksa i peptidne interferencije koji Cine
ekstrakciju i analizu bioaktivnih peptida u prSutu zahtjevnom (Mora i sur., 2017). Histidil-
dipeptidi karnozin (B-alanil-L-histidin) i anserin (3-alanil-1-metil-histidin) najzastupljeniji su
antioksidansi u mesu (Mora i sur., 2008; Xing i sur., 2019). Antioksidativna sposobnost ovih
dipeptida uglavnom se pripisuje njihovoj sposobnosti da heliraju prooksidativne metale kao Sto
su bakar, cink i kobalt i imaju sposobnost vezivanja slobodnih radikala i formiranja konjugata
sa potencijalno toksi¢nim produktima lipidne oksidacije (Young i sur., 2013).

Razvoj proteomickih tehnika omogucio je detaljno istrazivanje proteolitickih promjena
1 nastalih produkata u prSutu. Osim ve¢ spomenutih istrazivanja razgradnje sarkoplazmatskih i
miofibrilarnih proteina tijekom raznih faza proizvodnje prsuta (Larrea i sur., 2006; Théron i
sur., 2011; BermUdez i sur., 2014b; Berardo i sur., 2015; Lopez-Pedrouso i sur., 2018,), danas
su u fokusu identifikacija i kvantifikacija peptida (Gallego i sur., 2014, 2016a,b; Mora i sur.,
2017), analiza proteinskog profila prSuta tijekom probave u in vitro modelima probavnog
sustava (Jiang i sur., 2020; Wang i sur., 2021) i detaljna istrazivanja mehanizama koji dovode

do pretjerane adhezivnosti i goréine prsuta tijekom zrenja (Zhou i sur., 2019).

2.5.2. Lipoliza

Kvaliteta prSuta takoder ovisi o udjelu i sastavu masti miSicnog i masnog tkiva buta te
njihovima promjenama tijekom tehnoloSkog procesa proizvodnje (Gilles, 2009). Premda se
tijekom proizvodnje prSuta odvija 1 lipoliza potkoznog 1 intermuskularnog masnog tkiva
(Toldra, 2002), s aspekta kvalitete prsuta i u kontekstu ove disertacije najvaznija je lipoliza
intramuskularne masti. Ona podrazumijeva hidrolizu glavnih komponenata intramuskularne
masti: (i) triacilglicerola (TAG) pomocu lipaza preko di- i monoacilglicerola do SMK i (ii)

fosfolipida (PL) pomoc¢u fosfolipaza izravno do SMK (Toldra, 2012). Kao i u slucaju
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proteolize, lipolizu provode endogeni enzimi, budu¢i da je aktivnost lipaza mikrobnog

porijekla zanemariva zbog malog broja mikroorganizama prisutnih u prsutu (Toldra, 2002).

2.5.2.1. Karakteristike najznacajnijih lipolitickih enzima u proizvodnji priuta

Lizosomalni enzimi kisela lipaza i fosfolipaza A1l i A2 imaju primarnu ulogu u stvaranju
dugolanc¢anih SMK tijekom proizvodnje prsuta u pH podru¢ju izmedu 5,5-6,2 (Motilva i sur.,
1993; Andres i sur., 2005b). Aktivnost lipolitickih enzima ovisna je o koncentraciji soli i
vrijednostima pH i aw. Relativno su stabilni kroz cijeli proces jer uvjeti koji vladaju u misi¢ima
buta tijekom proizvodnje pogoduju njihovoj aktivnosti (Motilva i sur., 1993; Toldra, 2012).

Lizosomske kisele lipaze provode hidrolizu primarnih esterskih veza TAG, a u manjoj
mjeri di- i monoacilglicerola na pozicijama sn-1 i sn-3 (Toldr4, 2002). Njihova aktivnost
najintenzivnija je neposredno post mortem jer su optimalno aktivne u kiselijim uvjetima (pH
4,5-5,5). Budu¢i da na njihovu aktivnost povoljno djeluje porast NaCl-a i pad aw, aktivne su i
tijekom cijelog procesa (Motilva i sur., 1992).

Neutralne lipaze locirane su u lizosomima i citoplazmi. Provode hidrolizu primarnih
esterskih veza TAG, a najaktivnije su tijekom prva dva mjeseca proizvodnje. Porastom
koncentracije NaCl i padom aw dolazi do redukcije njihove aktivnosti (posebno nakon susenja)
no ipak zadrzavaju slabiju aktivnost (10-20 % od pocetne) do kraja procesa (Motilva i sur.,
1993).

Lizosomalne fosfolipaze Al i A2 hidroliziraju l-acil estere (fosfolipaza Al), 2-acil
estere (fosfolipaza A2) i sn-3-fosfogliceride na granici lipid/voda (Gilles, 2009) ¢ime se
oslobadaju dugolan¢ane masne kiseline. Porastom koncentracije NaCl i padom aw dolazi do
redukcije njihove aktivnosti (Flores i sur., 2009; Jin i sur., 2010).

Kisele i neutralne esteraze prisutne u lizosomima 1 citosolu miSi¢nog tkiva imaju
sposobnost hidrolize tri-, di- i monoacilglicerola ¢ime nastaju male koli¢ine kratkolan¢anih
masnih kiselina. Iako su stabilniji od kiselih i neutralnih lipaza, njihova aktivnost je ograni¢ena
zbog kratke dostupnosti supstrata zbog ¢ega nemaju znacajniju ulogu u lipolizi (Motilva i sur.,
1992; Toldra, 2002).
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2.5.2.2. Proces lipolize intramuskularnog masnog tkiva tijekom proizvodnje priuta

Primarni supstrati lipolize su PL (Motilva i sur., 1993; Buscailhon i sur., 1994a), iako kod nekih
pasmina svinja s visokim sadrzajem TAG (poput iberijske i korzikanske pasmine) iz TAG
nastaje znacajan udio SMK (30-50%) (Gandemer, 2002, navedeno u: Poljanec i sur., 2021a).
Intenzitet lipolitickih reakcija ovisi o duljini proizvodnje, koli¢ini dodane soli i uvjetima
tijekom zrenja (Toldra i Flores, 1998; Buscailhon i sur., 1994a; Gilles, 2009).

Lipoliza TAG odvija se u dva stupnja, prvi ukljucuje djelovanje kiselih lipaza i
produkciju di- i monoacilglicerola, koji se potom takoder djelovanjem kiselih lipaza razgraduju
do SMK. PL se zarazliku od TAG hidroliziraju direktno fosfolipazama do SMK (Toldra, 2002;
Gilles, 2009). Intenzivnom lipolizom PL (posebno tijekom prvih 5 mjeseci proizvodnje)
nastaje znac¢ajna koli¢ina SMK (Toldrg, 1998).

Produkti lipolize (SMK) mogu izravno pridonijeti senzorskim svojstvima (okus i
socnost) ili su kao takve prekursori aromati¢nih spojeva kroz daljnje oksidacijske reakcije
(Toldra, 2012). Udio SMK tijekom proizvodnje povecava se od oko 1-2 % do 8-20 % ukupnih
masti u miSi¢ima, ovisno o karakteristikama sirovine i tehnoloskom procesu (Gilles, 2009). S
druge strane, lipoliza intermuskularnog i potkoznog masnog tkiva najveéi intenzitet prolazi
tijekom pocetnih faza proizvodnje, uglavnom tijekom soljenja (Kovacevi¢, 2017).

Porast udjela SMK u miSi¢ima buta tijekom proizvodnje, posebno oleinske, linolne,
stearinske i palmitinske kiseline, uglavhom se odvija do desetog mjeseca proizvodnje,
uglavnom kao posljedica hidrolize fosfolipida (Martin i sur., 1999, navedeno u: Toldra, 2002).
Vise koncentracije NaCl-a te nize vrijednosti pH 1 aw pogoduju aktivnosti kiselih lipaza, $to u
pocetku rezultira viSom koncentracijom SMK u misi¢u SM nego u BF (Motilva i sur., 1993;
Cava i sur., 1999). U istrazivanju lipolitickih procesa tijekom proizvodnje Iberijskog prsuta
utvrdeno je kako koncentracija soli od 6 % aktivira kisele lipaze te promovira generaciju SMK
iz TAG (Andres i sur., 2005b). Nakon desetog mjeseca oplenito dolazi do pada udjela
pojedinih SMK zbog njihove podloznosti oksidaciji (Motilva i sur., 1993; Buscailhon i sur.,
1994a; Toldra, 1998). U najveéim udjelima u gotovom prsutu prisutne su oleinska, linolna,
stearinska 1 palmitinska kiselina. Razlog tomu je ne samo njihov ve¢i sadrzaj u pocetnoj frakciji
lipida, ve¢ i zbog njihova veca otpornost na oksidaciju. S druge strane, kratkolancane SMK
stvaraju se u vrlo malim koli¢inama (Toldra, 2002).

Profil SMK vaZan je s senzorskog i nutritivnog aspekta. Previsoke razine PUFA
poveéavaju mekoéu priuta i pridonose pretjerano masnom okusu (Candek-Potokar i Skrlep,

2012). Omjeri PUFA/SFA i n-6/n-3 masnih kiselina glavni su parametri za procjenu nutritivne
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kvalitete masti. Preporuc¢ene minimalne vrijednosti za omjer PUFA/SFA iznose 0,4, a za omjer
n-6/n-3 maksimalno 4. Omijeri n-6/n-3 u prsutu su opc¢enito vrlo visoki (oko 15-20), posebno
oni proizvedeni od bijelih pasmina svinja, poput Parma i Serrano prsuta (Simopoulos, 2002;
Jiménez-Colmenero i sur, 2010, navedeno u: Poljanec i sur., 2021a).

Lipoliza ima brojne u¢inke na kvalitetu prsuta: (i) stvaranje SMK koje izravno utjecu
senzorska svojstva, (ii) stvaranje visestruko nezasi¢enih SMK koji djeluju kao prekursori tvari
arome i tvari okusa jer predstavljaju supstrate za daljnje oksidativne reakcije, (iii) doprinose
teksturi razgradnjom TAG koji ¢ine strukturu masnog tkiva i (iv) razvojem uzeglog mirisa i
zucékaste boje masti u slucaju intenzivne lipolize, odnosno oksidacije masti (Toldra, 1998;

Gandemer, 2002; Gilles, 2009).

2.5.3. Oksidacijske promjene tijekom proizvodnje prsuta
2.5.3.1. Oksidacija masti tijekom proizvodnje prsuta

SMK nastale u miSi¢ima kao produkti lipolize u prSutu podlozne su oksidaciji. Primarni
supstrati oksidacije su SMK koje potje¢u od PL koji sadrze visoke udjele PUFA (45-55%), od
kojih je tre¢ina dugolanc¢anih PUFA s Cetiri, pet i Sest dvostrukih veza (Gilles, 2009).

Umjeren stupanj oksidacije masti ima pozitivan uc¢inak na kvalitetu prSuta, prvenstveno
na razvitak karakteristi¢ne arome (Harkouss i sur., 2015). Medutim, intenzivna oksidacija masti
dovodi do narusavanja nutritivnih znacajki (gubitka esencijalnih masnih kiselina i vitamina 1
pojava Stetnih produkata) 1 negativno utjece na senzorske karakteristike proizvoda (promjene
boje, teksture i pojava uzeglog mirisa i okusa) (Purrifios i sur., 2011; Dominguez i sur., 2019a).
1z tog razloga, oksidacija masti se smatra jednom od najvaznijih degradativnih promjena pri
proizvodnji i skladistenju prsuta (Toldra, 2002).

Lipidna oksidacija se odvija primarno mehanizmom kontinuiranih lanéanih reakcija
slobodnih radikala (autooksidacija) u viSe faza i predstavlja glavni mehanizam oksidacije lipida
u mesu. Kao druga dva mogucéa mehanizma navode se fotooksidacija i enzimski katalizirana
oksidacija peroksidazama i lipooksigenazama (Dominguez i sur., 2019a). Nezasicene SMK
nastale tijekom lipolize reagiraju s molekularnim kisikom putem mehanizma slobodnih
radikala S§to rezultira nastankom primarnih oksidacijskih produkata — hidroperoksida, a u
manjoj mjeri diena (Guyon i sur., 2016). Hidroperoksidi samostalno ne pridonose mirisu i
aromi prSuta, Nno zbog nestabilnosti se ubrzo razgraduju ¢ime nastaje velik broj sekundarnih

spojeva, poput ugljikovodika, aldehida (pentanala, heksanala, 4-hidroksinonenala i
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malondialdehida (MDA)), ketona, alkohola, estera i kiselina. Ovi produkti, ovisno u
koncentraciji u kojoj su nastali i pragu detekcije mirisa (engl., odor treshold), mogu utjecati
pozitivno ili negativno na kvalitetu prSuta. Najznacajniji produkti oksidacije masti su aldehidi
koji najvise doprinose aromi prsuta (Ross i Smith, 2006; Cheng, 2016, navedeno u: Dominguez
i sur., 2019b).

Tijek oksidacije masti u prSutu pod snaznim utjecajem je prooksidativnog efekta soli
(Jin i sur.., 2012; Harkouss i sur., 2015; Li i sur., 2020a), ali i ostalih faktora, poput kisika,
udjela PUFA, duljine pojedinih faza proizvodnje, pH i aw, temperature te anatomske lokacije
misica u kojem se odvija (Gilles, 2009). Poznato je da NaCl, ve¢ u koncentracijama oko 4 % i
poviSena temperatura uvelike utjecu na formiranje produkata oksidacije lipida (Jin i sur., 2012;
Harkouss i sur., 2015). Oksidaciju masti takoder mogu inicirati i odredene komponente prisutne
u mesu, poput hem-proteina (hemoglobin i mioglobina) te prooksidansni enzimi (peroksidaze
i lipooksigenaze). S druge strane, antioksidansi poput vitamina (a-tokoferol) (Ventanas i sur.,
2006), antioksidativni peptidi (karnozin, anserin i glutation) i odredeni enzimi (superoksid
dismutaza, katalaza i glutation peroksidaza) (Dominguez i sur., 2019a), fenolne komponente
dima (Bhuyan i sur., 2018; Gomez i sur., 2020) te nitriti (Kovacevi¢, 2017) mogu u odredenoj
mjeri usporiti oksidaciju masti u mesnim proizvodima.

Najces¢e koriStene metode za odredivanje stupnja oksidacije masti temelje se na
mjerenju koncentracije primarnih (hidroperoksida i konjugiranih diena/triena) (Koutina i sur.,
2012) ili sekundarnih (tvorba karbonila, aldehida, hlapivih spojeva, malondialdehida)
produkata oksidacije (Ross i Smith, 2006; Shahidi, 2016; Dominguez i sur., 2019a). Mjerenje
koli¢ine hidroperoksida (peroksidni broj) dugo je bila glavna metoda mjerenja primarnih
oksidacijskih spojeva u mesu i mesnim proizvodima. Danas je poznato kako zbog nestabilnosti
hidroperoksida dolazi do lazno niskih vrijednosti stupnja oksidacije jer je u naprednijim fazama
oksidacije stupanj razgradnje hidroperoksida veci od stupnja njegova stvaranja. U tom smislu,
mjerenje peroksidnog broja je ucinkovito samo za mjerenja u pocetnim fazama oksidativnih
procesa (Pastorelli i sur.., 2003; Shahidi, 2016, navedeno u: Dominguez i sur., 2019a).

Test reaktivnih tvari tiobarbiturne kiseline (TBARS) danas je najéesce koristena metoda
mjerenja stupnja oksidacije masti u mesu i mesnim proizvodima. Prednosti ove metode su
jednostavnost izvodenja i1 dobra korelacija sa senzorski utvrdenim manama, odnosno
kvarenjem mesa (Dominguez i sur., 2019a). Navedeni test razvijen je na temelju testa
tiobarbiturne kiseline (TBA) koji se temelji na reakciji TBA s glavnim markerom oksidacije
masti - MDA (Bruna i sur., 2001; Shahidi, 2016). Medutim, iako je MDA glavna reaktivna tvar

koja reagira s TBA, poznato je da ta reakcija s nije specificna samo za MDA jer postoji vise
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aldehida 1 drugih spojeva (Seceri, kiseline, esteri, aminokiseline i produkti oksidacije proteina)
koji takoder reagiraju s TBA (Irwin i Hedges, 2004). Posljedi¢no, razvijena je metoda TBARs
kako bi obuhvatila sve tvari koje reagiraju s TBA (Estévez i sur, 2009a, navedeno u:
Dominguez i sur., 2019a).

U dosadasnjim istrazivanjima oksidacije masti tijekom proizvodnje Bayonne (Harkouss i
sur., 2015), Celta (Bermudez i sur., 2014a) i Parma prSuta (Koutina i sur., 2012), utvrdeno je
kako se najintenzivnija oksidacija masti dogada u prvim fazama tehnoloskog procesa. Pritom
se intenzivnija oksidacija masti odvija u miSicu SM u odnosu na BF zbog intenzivnijeg
prooksidativnog efekta visih koncentracija soli u SM (Li i sur., 2020a), ali i vece izloZenost
kisiku (Harkouss i sur., 2015; Zhou i sur., 2020a).

2.5.3.2. Oksidacija proteina tijekom proizvodnje prsuta

Proteini mesa zbog svoje su strukture takoder podlozni oksidativnim reakcijama. Medutim, za
razliku od oksidacije masti koja je zadnjih desetlje¢a opsezno proucavana, oksidacija proteina
tek je odnedavno aktualna tema znanstvenih istrazivanja u podrucju analitike mesa i mesnih
proizvoda (Xiong i Guo, 2021). Kompleksnost reakcija koje dovode do oksidacije proteina u
mesu, velik broj nastalih produkata kao i velik broj faktora koji utje¢u na te reakcije razlog su
nedovoljnoj istrazenosti ovih procesa (Estévez, 2011; Dominguez i sur., 2021).

Unato¢ sloZenosti tih reakcija, poznati su osnovni mehanizmi njihovog odvijanja.
Smatra se da se da se oksidacija proteina odvija putem lancane reakcije slobodnih radikala
(Lund i sur., 2011). Slobodni radikal moze biti atom, atomska skupina ili molekula koja ima
jedan ili viSe nesparenih elektrona, a moZze biti elektricki neutralna ili u obliku iona
(Anonymous, 2021d). Mehanizam reakcija sli¢an je mehanizmu oksidacije lipida, no reakcije
oksidacije proteina kompleksnije su i rezultiraju ve¢im brojem mogucih produkata (Lund i sur.,
2011; Gallego i sur., 2015). Oksidacija proteina u mesu uzrokovana je primarno reaktivnim
spojevima Kisika (engl., reactive oxygen species, ROS), a u manjoj mjeri i reaktivnim vrstama
dusika (dusikov oksid 1 peroksinitrit). ROS spojevi mogu biti radikalne (¢ OH, Oz+—, RS- ili
ROOe) i neradikalne vrste kao §to su H2O; ili ROO) (Lund i sur., 2011).

Prisutnost ROS-a u mesu posljedica je normalnog metabolizma u organizmu zivotinje,
ali i egzogenih agenasa (UV svjetlo, zracenje i mnogi kemijski reagensi) (Zhang i sur., 2013).
Nizom lanc¢anih reakcija direktnim utjecajem ROS-a ili indirektno reakcijama sa sekundarnim
produktima oksidativnog stresa dolazi do razli¢itih promjena poput stvaranja karbonilnih

spojeva, gubitka sulfidrilnih skupina, umreZavanja proteina, cijepanja proteinske okosnice i
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modifikacije bo¢nih lanaca aminokiselina (slika 14) (Estévez, 2011; Lund i sur., 2011). Pritom
nastaju brojni produkti, u najve¢oj mjeri proteinski karbonili, koji dovode do narusavanja
nutritivnih, senzorskih (boja i tekstura), tehnoloskih i funkcionalnih (topivost, Zelatinizacija,
WHC) svojstava mesa (Estévez, 2011; Koutina i sur., 2012; Soladoye i sur., 2017b; Gallego i
sur., 2018a; Bao i Ertbjerg, 2019).

Ditirozin
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Slika 14. Naj¢esc¢e promjene uzrokovane oksidacijom proteina (prilagodeno prema Lund i sur.,

2011)

Oksidaciji proteina najpodlozniji su miofibrilarni proteini, posebice miozin i troponin
T (Li isur., 2020a). Poznato je kako su odredene aminokiseline, od kojih se pojedine nalaze u
znacajnom udjelu u prsutu, izrazito osjetljive na djelovanje ROS-a. Cistein i metionin navode
se kao najosjetljivije na oksidacijske procese, no tirozin, fenilalanin, triptofan, histidin, prolin,
arginin i lizin takoder su vrlo podlozni oksidaciji (Lund i sur., 2011; Zhang i sur., 2013;
Soladoye i sur., 2015).

Pretpostavlja se kako na oksidaciju proteina u mesu i mesnim proizvodima utjecu brojni
razli¢iti unutarnji (kemijski sastav, podrijetlo, pasmina Zivotinje, tipa miSi¢a u kojem se odvija)
1 vanjski ¢imbenici (sol, duljina procesa zrenja, fermentacija, temperatura, uvjeti skladiStenja
itd.) (Dominguez i sur., 2021). Glavni inicijatori oksidacije proteina u mesu i mesnim

proizvodima su mioglobin, metalni ioni, NaCl, sekundarni nusprodukti oksidacije lipida, Kisik
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u ambalazi s modificiranom atmosferom (MAP) i razli¢iti kemijskih reagensi (Lund i sur.,
2011; Wang i sur., 2011; Bao i Ertbjerg, 2019; Li i sur., 2020a).

S obzirom da je karbonilacija proteina prepoznata kao najistaknutija kemijska
modifikacija oksidacije proteina (Estévez, 2011), kvantifikacija ukupne koli¢ine karbonila
metodom s 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH) najée$ce je koristen pristup za odredivanje
oksidacije proteina u brojnim mesnim proizvodima (Armenteros i sur., 2009; Estévez i sur.,
2009b; Koutina i sur., 2012; Kurek i sur., 2021). Prednost ove metode i drugih metoda koje se
temelje na analizi karbonilnih derivata jest da se karbonilacija dogada u vecini oksidiranih
proteina, dok su druge metode, poput kvantifikacije tiolnih skupina, korisne samo za analizu
uzoraka proteina sa znacajnim udjelom aminokiselina koje sadrze sa sumporne skupine (npr.
metionin ili cistein) (Xiong i Guo, 2021, navedeno u: Dominguez i sur., 2021).

Budu¢i da su odredene aminokiseline podloznije oksidaciji od drugih (Lund i sur., 2011),
produkti njihove oksidacije smatraju se glavnim biomarkerima oksidacije proteina. Kao
specifi¢ni biomarkeri oksidacije proteina u mesu sluze a-amino adipinski semialdehid (AAS)
iz lizina i y-glutaminski semialdehid porijeklom iz arginina ili prolina (GGS) (Estévez i sur.,
2009b) koji ¢ine oko 60% ukupne koli¢ine karbonila nastalih oksidacijom proteina (Lund i sur.,
2010; Estevez, 2011). Odredivanje koncentracije AAS 1 GGS smatra se specificnijom
metodom za odredivanje oksidacije proteina u mesu koja je uspje$Sno primijenjena u brojnim
mesnim proizvodima (Armenteros i sur., 2009; Fuentes i sur., 2010; Utrera i sur., 2011). S
obzirom da zahtjeva vrlo skupu opremu i visoko kvalificirano osoblje (Utrera i sur., 2011),
odredivanje oksidacije proteina u mesu i mesnim proizvodima jo§ uvijek se u vecini
znanstvenih istrazivanja provodi DNPH metodom (Wang i sur., 2018; Gan i sur., 2019; Li i
sur., 2019; Kurek i sur., 2021).

2.5.3.3. Meduovisnost procesa oksidacije masti i proteina

Poznato je kako su procesi oksidacije proteina usko povezani s oksidacijom lipida, a brojnim
znanstvenim istrazivanjima utvrden je visok stupanj korelacije izmedu ova dva procesa u mesu
I mesnim proizvodima (Ventanas i sur., 2006; Armenteros i sur., 2009, Wang i sur., 2018).
Osim S§to proteini mogu medusobno reagirati, uzrokuju¢i oksidaciju zbog duSikovih ili
sumpornih centara reaktivnih ostataka, proteini i njihovi ostaci reagiraju sa sekundarnim
produktima lipidne oksidacije, posebno aldehidima koji nastaju u najvecoj mjeri (Guyon i sur.,

2016; Dominguez i sur., 2019a; Li i sur., 2020a).
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Utvrdeno je kako su peroksidni radikali nastali tijekom oksidacije lipida inicijatori
oksidacije proteina (Lund i sur., 2011), dok aldehidi imaju sposobnost promjene redoks
potencijala hem-proteina pojacavajuci njihovu prooksidacijsku aktivnost (Chaijan, 2008).
Primjenom peptodomickih metoda u istrazivanju oksidacije peptida tijekom proizvodnje
Spanjolskog prSuta utvrdeno je kako sekundarni produkti oksidacije lipida poput MDA tvore
stabilne adukte Schiffovih baza na N-krajevima peptida, koji pretezno ukljuCuju ostatke
histidina i lizina (Li i sur., 2020a). Takoder, istrazivanja su utvrdila da hem-proteini (posebice
mioglobin) u mesu iniciraju lipidnu oksidaciju (Wang i sur., 2018; Dominguez, 2021), $to

potvrduje kako su ova dva procesa meduovisna i medusobno se pospjesuju.

2.5.3.4. Meduovisnost procesa proteolize i oksidacije proteina

Prethodnim studijama koje su istrazivale u€inke oksidativnih procesa na proteolizu dobiveni
su kontradiktorni rezultati o odnosu izmedu procesa oksidacije proteina i proteolize.

Pojedini autori izvijestili su o negativnom uéinku oksidacije proteina na proteolizu u
mesnim proizvodima, budu¢i da ona uzrokuje promjene u konformaciji proteina i inhibiciju
aktivnosti enzima kalpaina (Huff-Lonergan i Lonergan, 2005; Bao i Ertbjerg, 2019) i katepsina
(Berardo i sur., 2015), dovodec¢i do smanjene proteolize i tvrdoce mesa. Navedeno istrazivanje
u kobasicama tijekom zrenja (Berardo 1 sur.., 2015) ukazuje na izrazitu podloZznost najvaznijih
proteolitickih enzima (katepsina B 1 L) na oksidaciju, §to moze biti posljedica velikog broja
osjetljivih cisteinskih ostataka u aktivnom mjestu tih enzima (Lund i sur., 2011; Soladoye i
sur., 2015).

S druge strane, pojedina istraZivanja su pokazala kako oksidacija proteina moze
promovirati proteoliticke procese, razmotavanjem njihove konformacije ¢ime postaju
podlozniji proteazama (Davies, 2001). U studiji na govedem mesu (Xue i sur., 2012),
oksidacija je dovela do povecane proteolitiCke podloznosti MHC-a i a-aktinina, dok nije
zabiljezen znatan utjecaj na aktin. U istrazivanju odnosa ova dva procesa tijekom proizvodnje
slanine s niskim sadrzajem soli odreden je visok stupanj pozitivne korelacije, $to upucuje da se
oni medusobno pospjesuju (Gan i sur.,, 2019). Pojedini autori pretpostavljaju kako i
proteoliti¢ki procesi u nekoj mjeri djeluju pozitivno na procese oksidacije proteina, budu¢i da
proteolizom nastaje veliki broj manjih peptida ¢iji bo¢ni aminokiselinski ostaci postaju
dostupniji ROS, odnosno podlozniji oksidaciji (Estévez, 2011; Guo i sur., 2019).

Novija znanstvena istrazivanja na ovu temu (Bao i Ertbjerg, 2019; Xiong i Guo, 2021,

Dominguez, 2021) suglasna su u zakljucku kako blaga oksidacija proteina promovira
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proteolizu, dok intenzivna oksidacija ometa tijek proteolitickih procesa u mesu i mesnim
proizvodima. Ipak, iz dostupnih literaturnih podataka moze se =zakljuciti kako je pri
karakterizaciji odnosa izmedu ova dva procesa u mesu i mesnim proizvodima nuzno razmotriti
razli¢ite ¢imbenike koji bi na njih utjecali, ne samo intenzitet oksidacijskih promjena, ve¢ vrstu
proizvoda u kojima se one odvijaju, tehnoloski postupak proizvodnje i karakteristike sirovine

(pasmina, ante i post mortem faktori).

2.6. Razvoj senzorskih karakteristika prSuta
2.6.1. Boja priuta

Boja mesa i mesnih proizvoda ima vaznu marketinSku ulogu i jedan je od najvaznijih
senzorskih pokazatelja trziSne kvalitete mesa i mesnih proizvoda. Takoder, boja je vazan
pokazatelj raznih promjena koje se odvijaju prilikom proizvodnje. Na boju prsuta utjecu brojni
faktori tijekom proizvodnje koji ukljucuju razne kemijske, enzimske i promjene na ultra-
strukturalnoj razini (Bogdanovi¢ i sur., 2017). Op¢enito, boja mesa i mesnih proizvoda ovisi o
udjelu vode i masti te koncentraciji hem-proteina (osobito mioglobina) (Toldra, 2002; Suman
i Joseph, 2014). Mioglobin koji ima ulogu reverzibilnog oksido-redukcijskog vezanja i
transporta kisika u miSi¢noj stanici je klju¢ni nositelj crvene boje mesa. Na boju mesa utjecu i
brojni drugi faktori poput spola, dobi i nacina uzgoja svinja, udjela tipa misiénih vlakana
(crvena ili bijela) i dr. (detaljnije u poglavlju 2.1.4.3.) (Toldra, 2002).

Formiranje boje u prSutu u prvim fazama proizvodnje posljedica je difuzije soli u
miSicje buta i povezano je s promjenama WHC, dok je tijekom zrenja posljedica dehidratacije
i povecanja koncentracije mioglobina, ali i promjena mioglobina (nastanak metmioglobina)
(Pérez-Alvarez i Ferndndez-Lopez, 2011, navedeno u: Bogdanovi¢ i sur., 2017). Kod
odredenih vrsta prSuta u ¢ijoj se proizvodnji koriste nitrati 1/ili nitriti dolazi do formiranja
nitrozilmioglobina (MbFe2NO) i razvitka karakteristi¢ne ruzi¢aste boje. Kod onih prsuta kod
kojih nije dozvoljena njihova upotreba, ve¢ samo sol (Parma prSut, neki Iberijski, hrvatski
prsuti) (Cava i sur., 2009; Koutina i sur., 2012; Petricevic i sur., 2018), dolazi do nastanka cink-
porfirin kompleksa koji doprinosi nastanku stabilne crvene boje (Bogdanovi¢ i sur., 2017).
Karakteristicna tamnija boja dimljenih prSuta posljedica je adhezije komponenata dima na
povrsinu proizvoda (detaljnije u poglavlju 2.1.5.7.) (Marusi¢ Radov¢ic i sur., 2016).

Pracenje promjena boje tijekom proizvodnje prSuta najcesce se provodi CIELAB metodom

(Ventanas, i sur., 2005; Pérez-Palacios i sur., 2011; Bermudez i sur., 2017, 2018). Prednosti
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ove metode su objektivnost, brzina i prakti¢nost izvodenja te dobra korelacija sa senzorskim
procjenama boje. CIELAB metoda temelji se na mjerenju svjetlosti reflektirane od povrsine
hrane i koordinata boje: L* (svjetlina), a* (crvenost), b* (Zutina) i omjer a*/b (Garcia-Esteban
i sur., 2003).

2.6.2. Tekstura prsuta

Tekstura je osjetilna percepcija koja proizlazi iz strukture hrane na molekularnoj,
mikrostrukturnoj i makroskopskoj razini. Kao pojam opisuje sva mehanic¢ka/reoloska svojstva
(stupanj strukture) hrane, a takoder se direktno povezuje s vremenom potrebnome za obradu
hrane u ustima (Chen, 2009).

Tekstura je sa stajaliSta kvalitete jedna od najvaznijih karakteristika prSuta, a direktno
je povezana sa proteolizom koja se odvija tijekom proizvodnje. Uvjeti u misi¢ima buta poput
pH, koncentracije soli 1 udjela vode klju¢ni su faktori koji utjecu na proteoliticku aktivnost, a
posljedi¢no i na razvoj teksture (Candek-Potokar i sur., 2012). Takoder, ovisi i o brojnim ante
mortem i post mortem faktorima (poglavlje 2.1.4.3.) i tehnoloskim postupcima proizvodnje
(Toldra, 2002). Manji sadrzaj NaCl-a, ve¢a pH vrijednost i ve¢i maseni udio vode pospjeSuju
proteolizu i doprinose meksSoj teksturi prSuta proizvoda (Toldra, 2002; Kovacevi¢, 2017).
Klju¢nu ulogu u omekSavanju prsuta ima razgradnja glavnih strukturnih miofibrilarnih proteina
(titina, nebulina, troponina T, MHC, a-aktinina), duljina i stupanj suSenja te sadrzaj
intramuskularne masti i vezivnog tkiva (Toldré, 2014). Od teksturalnih karakteristika mesa,
najvaznije su tvrdoca, zvakljivost, elasti¢nost i so¢nost (Gruji¢ i Vujadinovi¢, 2014). Metode
za procjenu teksture mesa opcenito se dijele u tri kategorije: (i) senzorske metode, (ii)
instrumentalne metode 1 (ii1) indirektne (odredivanje sadrzaja kolagena, udjela suhe tvari itd.)
(Saldkova, 2012). S obzirom da su senzorske analize zahtjevne, dugotrajne i Cesto skupe,
razvijeni su empirijski mehanicki testovi za instrumentalno mjerenje teksture koji koreliraju s
senzorskom percepcijom teksture hrane (Chen i Opara, 2013).

Testovi koji se najcesce koriste za analizu mesa i mesnih proizvoda su Kramer test, Warner-
Bratzler, analiza profila teksture (engl. Texture profile analysis, TPA) i test probijanja (Chen i
Opara, 2013). TPA metoda danas se najcesce primjenjuje u analizi teksture prSuta, a primjena
ovog testa posebice je korisna kod analize uzoraka koji nisu pogodni ili sigurni za procjenu od
strane senzorskog panela (poput svjezeg mesa, analize u pocCetnim fazama proizvodnje prsuta
ili prsuta s odredenim senzorskim manama) (Andronikov i sur., 2013; Chen i Opara, 2013;

Pugliese i sur., 2015; Pérez-Santaescolastica i sur., 2018). TPA se zasniva na imitaciji procesa
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zvakanja s dvostrukim ciklusom kompresije. Pritom se dobivaju profili teksture koji se
definiraju kao krivulje koje nadziru i biljeZe prostorne ili vremenske dogadaje tijekom mjerenja
teksture uzorka hrane (Chen i Opara, 2013). Dobivenim profilima teksture mogu se procijeniti
teksturalna svojstva prsuta poput: tvrdoce, elasticnosti, kohezivnosti, adhezivnosti, gumenosti

1 zvakljivosti.

2.6.3. Okus 1 aroma prsuta

Tijekom konzumacije hrane dolazi do kompleksnog dozivljaja koji se u stranoj literaturi ¢esto
definira engleskim izrazom ,,flavor, koji obuhvaca okus (engl. taste), miris (engl. odour) i
teksturu. Medutim, mnogi jezici (medu kojima je i hrvatski) nemaju odgovarajuéi izraz za taj
pojam. ,,Flavor* je rezultat spojeva koji su podijeljeni u dvije kategorije: (i) onih odgovornih
za okus te (ii) onih odgovornih za dozivljaj mirisa, 0 kojima se uglavnom govori u kontekstu
arome (Belitz i sur., 2008). Stoga se u literaturi uglavnom moze pronaci podjela na komponente
okusa i arome prsuta.

Okus prsuta je uglavnom povezan s nehlapljivim spojevima (dipeptidi i slobodne
aminokiseline) koji se nakupljaju u prSutu u zadnjim fazama proizvodnje (tablica 3). Sol daje
slani okus, no utjeCe 1 na stupanj proteolize, a time i na nastanak proteoliti¢kih produkta
povezanih s posebnim deskriptorima okusa (Pérez-Santaescolastica i sur., 2018). Poznato je
kako su odredene aminokiseline u korelaciji s duljinom procesa susenja (glutaminska kiselina,
leucin, triptofan, lizin, triptofan), okusom zrelog prSuta (lizin, tirozin, asparaginska kiselina)
(Careri i sur., 1993), kiselim (glutaminska i asparaginska Kiselina, izoleucin, fenilalanin,
histidin), slatkim (alanin, serin, prolin, treonin i glicin), slanim (glutamin) i gorkim okusom
(valin, izoleucin i metionin) (Toldra i sur., 2000a; Pérez-Santaescolastica i sur., 2018). Sadrzaj
slobodnih aminokiselina usko je povezan s duljinom procesa zrenja. Medutim, previsok stupanj
proteolize proteoliti¢kih produkata u visokoj je korelaciji s neugodnim gorkim i metalnim
okusom (Careri i sur., 1993; Pérez-Santaescolastica i sur., 2018). Slobodne aminokiseline

takoder sluze kao izvor hlapljivih spojeva arome tijekom zrenja (Martin i sur., 2001).
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Tablica 3. Grupe nehlapivih spojeva okusa u prsutu (Toldra, 2014)

Grupe nehlapivih spojeva

Glavni spojevi

Doprinos okusu

Peptidi Mnogi tripeptidi i dipeptidi Visok
(posebno karnozin i anserin)
Slobodne aminokiseline Lizin, glutaminska kiselina, Visok
leucin, alanin, arginin i dr.
Slobodne masne kiseline Oleinska, linolna, Nizak

palmitinska, linolenska,
stearinska itd.

Nukleozidi

Hipoksantin, ksantin

Nizak/srednji

Anorganske tvari

Natrij klorid (NaCl)

Visok

Razvoj arome prsuta je kompleksan proces i posljedica je brojnih biokemijskih reakcija

(Toldré i sur., 1997), Za aromu prsuta zasluzno je gotovo 200 hlaplivih spojeva (Toldra, 2012)

koji se mogu podijeliti u nekoliko skupina organskih spojeva prema mehanizmu nastajanja

(tablica 4), iako neki spojevi mogu nastati putem vise mehanizama (Narvaez-Rivas i sur., 2012;

Pérez-Santaescolastica i sur., 2018). Glavne skupine hlapivih spojeva koje se nalaze u prsutu i

glavni procesi kojima nastaju navedeni su u tablici 4.

Tablica 4. Glavne grupe hlapivih spojeva arome u prsutu (Toldra, 2012)

Grupe hlapivih spojeva

Mehanizam nastajanja

Opis mirisa (deskriptor)

Alifatski ugljikovodici

Autooksidacija masti

Zelena plijesan, alkanski, po

krekerima

Alifatski aldehidi

Oksidacija masti

Zeleni, po masnome, opor

Razgranati aldehidi

Streckerova degradacija

PrZeni kakao, po siru, po

aminokiselina zelenome
Alkoholi Oksidacija masti Medicinski, alkoholni,
zeleni, balzamicni
Ketoni Dekarboksilacija $-keto Vo¢ni, cvjetni, po maslacu
kiselina ili B-oksidacija
masnih kiselina
Esteri Reakcija karboksilnih Voéni

kiselina i alkohola
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Grupe hlapivih spojeva Mehanizam nastajanja Opis mirisa (deskriptor)

Spojevi s dusikom Maillardove reakcije Orasasti, przeni ljesnjak,
aminokiselina s mesni

ugljikohidratima

Spojevi sa sumporom Aminokiseline koje sadrze Po luku, po kupusu, po
sumpor trulome

Furani Reakcija aminokiselina koje Po karameli, po Sunki,

sadrze sumpor s furanima ili voéno, spaljena guma

podrijetlom iz dima

Glavni aromatski spojevi prsuta potjecu od oksidacije masnih kiselina, a za formiranje
arome posebno su vazni aldehidi (Carrapiso i sur., 2002, Pérez-Santaescolastica i sur., 2018).
Unato¢ velikom broju nastalih hlapivih spojeva arome, samo mali postotak hlapivih tvari
znacajnije pridonosi kona¢noj aromi. Doprinos aromi svake od njih ponajprije ovisi o njihovoj
koncentraciji i pragu detekcije mirisa (Toldra, 2014) te interakcijama s drugim spojevima iz
matriksa (Narvéez-Rivas i sur., 2012). Primjerice, heksanal u niskim koncentracijama
pridonosi ugodnoj aromi koja se opisuje kao ,zelenom* ili ,po travi“, dok u viSim
koncentracijama daje neugodnu, uzeglu aromu (Garcia-Gonzélez i sur, 2013, navedeno u:
Bogdanovi€ i sur., 2017). Karakterizacijom spojeva arome u Iberijskom prSutu odredeno je 28
tvari koje u najve¢oj mjeri pridonose aromi, ukljucujuéi 11 aldehida, sedam spojeva sa
sumporom, pet ketona, dva spoja s dusikom te dva estera i dva alkohola. Medu njima, aromi
su najvise pojedinacno pridonijeli 2-metil-3-furantiol, 2-heptanon, 3-metilbutanal, metanol,
heksanal, vodikov sulfid, 1-penten-3-on, 2-metilpropanal, etil 2-metilbutirat, i (E) -2-heksenal
(Carrapiso i sur., 2002).
lako ne postoji idealna tehnika za izolaciju hlaplivih spojeva iz hrane, pokazalo se da je
analiza plinskom kromatografijom u kombinaciji s masenim spektrometrom (engl., gas
chromatography-single mass spectrometry technique, GC-MS) kojoj prethodi ekstrakcija na
¢vrstoj fazi (engl., solid-phase microextraction, SPME) pouzdana metoda za analizu hlapivih
spojeva u mesnim proizvodima (Dominguez i sur., 2019b). Tom metodom uspjesno su
karakterizirani hlapivi spojevi arome brojnih vrsta prSuta, poput Toscano, San Daniele i Parma
(Giovanelliisur., 2016, Sirtori i sur., 2020), Iberijskog (Garcia-Gonzalez i sur., 2013), Kraskog
(Pugliese i sur., 2015), hrvatskih dimljenih i nedimljenih (Petricevi¢ i sur., 2018), Celta
(Bermudez i sur., 2015) i Jinhua (Zhou i sur., 2020a).
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2.7. Nutritivna vrijednost prsuta

Unatoc vaznosti crvenog mesa u ljudskoj evoluciji i njegovoj nutritivnoj vrijednosti u prehrani,
konzumacija crvenog mesa dobiva sve vecu negativnu pozornost u znanstvenoj zajednici te u
Siroj javnosti i medijima (Popelka, 2017; Juérez i sur.., 2021;). Posljednjih godina objavljene
su brojne studije koje sugeriraju povezanost izmedu konzumacije crvenog mesa i negativnih
ucinaka na zdravlje ljudi (posebice nekih vrsta raka), kao i sve vecu zabrinutost oko negativnog
utjecaja sektora stoCarstva na klimatske promjene (Toldra i sur., 2020; Juérez i sur., 2021).
Medutim, sastojci mesnih proizvoda navedeni kao potencijalno kancerogeni su heterociklicki
aromatski amini (HAA), PAH i N-nitrozo spojevi (NOC) te interakcije izmedu NOC, hem-
zeljezai HAA (IARC, 2015), koji se ne nalaze ili se nalaze u zanemarivim koli¢inama u prsutu
(Toldra i sur., 2020).

Paralelno, sve vise studija otkriva da potpuno izbacivanje crvenog mesa iz ljudske
prehrane moze dovesti do negativnih zdravstvenih ucinaka, kao $to su niza mineralna gustoc¢a
kostiju i veca stopa prijeloma kostiju (Judrez i sur., 2021). Konzumacija svinjskog mesa
doprinosi unosu mnogih esencijalnih nutrijenata poput proteina, esencijalnih masnih kiselina
te nekoliko vitamina (posebno B1) i minerala (posebno Zeljeza i cinka) (Kovacevic, 2017).

Prsut je vrijedan izvor proteina koji sadrze dobre omjere esencijalnih aminokiselina koji
pomazu pri apsorpciji minerala poput hem-Zeljeza i elemenata u tragovima. Visoke
koncentracije nekih aminokiselina koje nastaju kao produkti intenzivne proteolize imaju visoku
biolosku raspoloZivost 1 pomazu pri oporavku organizma od mentalne (triptofan) 1 fizicke
(taurin, lizin, valin, izoleucin) iscrpljenosti (Jimeénez-Colmenero i sur., 2010). PrSut se smatra
prirodnim izvorom Zeljeza, cinka, fosfora, selena, tiamina, riboflavina, niacina i vitamina B i
B12, budu¢i da sadrzi znacajne kolic¢ine (>15% RDA na 100 g) ovih mikronutrijenata (EC,
2011, navedeno u: Jiménez-Colmenero i sur., 2010).

Znanstvena istrazivanja objavljena posljednjih godina utvrdila su kako je prsut vrlo
dobar izvor bioaktivnih peptida te je velik broj njih i uspjesno identificiran (Gallego i sur.,
2014, 2016a,b, 2019; Xing i sur., 2019). Navedeni peptidi smatraju se bioaktivnima jer imaju
posebne zdravstvene ucinke za ljudski organizam poput antimikrobnih svojstava, snizavanja
krvnog tlaka (ACE inhibitori porijeklom iz aktina i miozina), sposobnosti sniZavanja
kolesterola, hipoglikemijskih (DPP IV inhibitori), protuupalnih i antioksidativnih ucinaka
(karnozin, anserin, glutation (GSH)) i pobolj$anje apsorpcije minerala (Marusic i sur., 2013a,
Toldré i sur., 2020). Rezultati studije nutritivnih komponenti u $panjolskom prsutu tijekom 10

mjeseci proizvodnje (Marusi¢ i sur., 2013a) pokazali su kako je prSut izvrstan izvor vrijednih
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spojeva poput cistina, cisteina, karnozina, anserina, taurina, karnitina i koenzima Q10. In vitro
procjena antioksidativnih aktivnosti provedena u toj studiji pokazala je kako najvecu
antioksidativnu aktivnost imaju glutation (GSH), kreatinin i karnozin, a antihipertenzivnu
aktivnost cisten, GSH i karnozin (Marusi¢ i sur., 2013a). Nekoliko in vivo klini¢kih studija
utvrdilo je antihipertenzivne i protuupalne ucinke svakodnevne konzumacije prsuta (40-80
g/dan) (Escudero i sur., 2012; Martinez-Sanchez i sur., 2017; Montoro-Garcia i sur., 2022,
2017). Medutim, vazno je naglasiti kako prSuti mogu sadrzavati vrlo visoke udjele soli (do 9
%) stoga se preporuc¢a umjerenost u konzumaciji (Kovacevi¢, 2017).

Zbog dobro izbalansiranog nutritivnog profila i sadrzaja nekih bioaktivnih spojeva, prsut se
moze smatrati ne samo gastronomskim specijalitetom, ve¢ i nutritivno vrijednom namirnicom.
Stoga je prikladan za konzumaciju u umjerenim koli¢inama (¢ak 2-3 puta tjedno kod zdravih
osoba) kao dio uravnotezene prehrane (Jiménez-Colmenero i sur., 2010). Pri interpretaciji
rezultata raznih studija o Stetnosti crvenog mesa vazno je uzeti u obzir i porijeklo i kvalitetu
sirovine te metode pripreme mesa, a takoder i stila zivota pojedinca i indeksa pretilosti, koji su
Cesto u korelaciji s ucestalos¢u konzumacije crvenog mesa, a zasebno predstavljaju rizicne

faktore u razvoju raznih bolesti (Jurez i sur., 2021).

2.7. Sigurnosni aspekti u proizvodnji dimljenog prsuta

PrSut se mikrobioloSkog aspekta smatra vrlo stabilnom 1 sigurnom namirnicom, buduéi da
uvjeti u butu (niski aw i1 visok sadrzaj soli) ne predstavljaju povoljnu okolinu za rast i
razmnozavanje mikroorganizama. MiSi¢no 1 masno tkivo buta tijekom cijelog proizvodnog
procesa prsuta ostaju neoSteceni (osim u povrsinskom medijalnom dijelu - mjestu odvajanja
buta od trupa) Sto ¢ini butove zasti¢ene od vanjske mikrobne kontaminacije. Proizvodnja prSuta
temelji se na ,,konzerviranju preprekama‘ koja ukljucuje hladenje butova do faze primarne
obrade (+ 4 °C u sredi$tu buta), soljenje/salamurenje (najkasnije 48 h post mortem), dimljenje,
suSenje, zrenje 1 baktericidno djelovanje zacina (ukoliko se primjenjuju). Kombinacija
navedenih postupaka osigurava visoku mikrobioloSku stabilnost proizvoda (Kovacevi¢, 2017).

Od najvaznijih Stetnika koji se mogu pojaviti u svjeZim butovima ili u prSutima u
kasnijim fazama proizvodnje navode se insekti (pojedine vrste muha i kornjasa) i paucnjaci
(grinje) te razvojni stadiji odredenih parazita (posljedica parazitarnih bolesti svinja) (Karolyi,
2009).

Kemijske opasnosti u proizvodnji prSuta predstavljaju (i) kontaminanti prisutni u

sirovini (dioksini, teski metali, poliklorirani bifenili, hormonski proizvodi, antibiotici) 1 (ii)
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kontaminanti koji nastaju tijekom procesa prerade (PAH-ovi, biogeni amini, tvari iz ambalaZze)
(Pleadin i Kovacevi¢, 2016). Kod nekih vrsta prsuta (npr. Istarskog koji se proizvodi bez koze
1 potkoznog masnog tkiva) pozeljno je obrastanje povrSine buta plemenitim plijesnima koje
imaju tehnolosku ulogu i doprinose specificnoj aromi i teksturi. Ipak, u nekontroliranim
uvjetima povrSinu prSuta mogu spontano obrastati plijesni koje negativno utjecu na senzoriku
(bijele, smede 1 crne mrlje, ranketljivost, trulez), sudjelovati u procesima kvarenja i luciti
sekundarne toksi¢ne metabolite poput mikotoksina (Kovacevi¢, 2017).

Ispitivanje kvalitete prSuta se, osim standardnim analitickim i mikrobioloskim
metodama, obavezno provodi senzorskom analizom. Senzorsko ocjenjivanje provodi se od
strane treniranih senzorskih ocjenjivaca (panelista) koji mjere, analiziraju i interpretiraju
svojstva zapaZena osjetilima vida, mirisa, okusa, dodira i sluha (Chen i Opara, 2013). Naj¢esce
koriStene metode su (i) test bodovanja (najées¢e na natjecanjima proizvodaca) ili (ii) test
ukupne prihvatljivosti pomocu hedonisticke skale ili kvantitativne deskriptivne analize (Chen
1 Opara, 2013; Kovacevi¢, 2017). Senzorskom analizom moguce je utvrditi i odredene
senzorske mane prSuta, do kojih najées¢e dolazi zbog pogresaka u tehnologiji proizvodnje,
posebno nedostatnog soljenja (osobito veéih butova) ili neodgovaraju¢ih mikroklimatskih i
higijenskih uvjeta tijekom proizvodnje (Karolyi, 2009). Kao najc¢es¢e senzorske mane priuta
navode se: promjena boje (disokoloracija), greske u okusu (pretjerana slanost, gorki ili metalni
okus), sluzavost, smrdljivo zrenje, gnjiljenje (putrefakcija), pljesnivost i kiselost (Karolyi,
2009; Kovacevic, 2017).

U svrhu osiguranja kvalitete 1 sigurnosti proizvoda od izuzetne je vaznosti provodenje
svih zakonskih odredbi u podru¢ju sigurnosti hrane, primjena veterinarsko-zdravstvenih
standarda 1 slijedenje nacela HACCP sustava (Pleadin 1 Kovacevi¢, 2016; TomaSevi¢ 1 Djekic,

2017).
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2.8. Trendovi u proizvodnji prSuta

Inovacije u proizvodnji prSuta s ciljem poboljSanja senzorskih i nutritivnih znacajki u skladu s
svjetskim trendovima na trziStu hrane u danaSnje vrijeme su za proizvodace presudni za
opstanak ili poveéanje konkurentnost na trzistu (Vitale i sur., 2020). Promjene u suvremenom
naCinu zivota i trend konzumacije zdrave 1 uravnoteZzene prehrane utjeCu na prehrambene
navike i sklonosti potrosaca pri kupovini hrane. Okus, cijena i pristupa¢nost potrosac¢ima vise
nisu jedini Kkriteriji na kojima baziraju svoj odabir, ve¢ danas pridaju vaznost i nutritivnoj
vrijednosti 1 sigurnosti proizvoda te pitanjima dobrobiti Zivotinja i utjecaja na okoli$
(Santeramo i sur., 2018; Juarez i sur., 2021).

Prije nekoliko desetljeca, fokus istrazivanja u svrhu unaprjedenja tehnoloskog procesa
proizvodnje prsuta bio je na razvoju metoda za skrac¢ivanje pojedinih faza proizvodnje prsuta,
ponajvise soljenja i susenja (Bosse i sur., 2018). Neke od metoda bile su tehnike ubrzavanja
difuzije soli kroz but (skidanje koze i potkoznog masnog tkiva buta, zamrzavanja butova prije
prerade i ,,tambliranje butova u bubnjevima) (Motilva i sur., 1994; Arnau i sur., 2007; Flores
i sur., 2009) ili metode ubrzanog susenja narezanog priuta (engl. ,,Quick-dry-slice-process*®).
Iako su se navedene metode pokazale relativno uspjeSnima za ubrzavanje pojedine faze u
proizvodnji, uglavnom su uzrokovali fizicka oStecenja buta ili naruSavanje senzorske kvalitete
(Bosse i sur., 2018).

U skladu s trenutnim zahtjevima trziSta, najnovija znanstvena istrazivanja usmjerena su
na promjene udjela pojedinih komponenti u prSutu koje predstavljaju zdravstveni rizik za
pojedine skupine potrosaca, ve¢inom na redukciju NaCl-a i nitrita te na optimizaciju profila
masnih kiselina (Bosse i sur., 2018; Flores, 2018; Zhou i sur., 2020b; Juarez i sur., 2021).
Strategije za redukciju NaCl temelje se na izravnom smanjenju udjela NaCl ili djelomic¢noj
zamjeni alternativnim solima (KCI, MgCl2 i CaCl2) (Ruusunen i Puolanne, 2005; Alifio i sur.,
2010; Ripollés i sur., 2011; Armenteros i sur., 2012; Benedini i sur., 2012), redukciji nitrata
(Safa i sur., 2017; Berardi i sur., 2021) ili redukciji NaCl u kombinaciji s tretmanom visokog
tlaka (engl. High pressure treatment, HP) (Fulladosa i sur., 2009; Garcia-Gil i sur., 2014, Safa
i sur., 2017). Nijedna od navedenih metoda za redukciju NaCl-a/nitrata nije se pokazala
zadovoljavaju¢om, ve¢ su istrazivanja rezultirala preintenzivhom proteolizom priuta i
znacajnim senzorskim manama.

Kompanija Galloni S.p.A, najstariji proizvoda¢ Parma prSuta, nedavno je razvila
tehnologiju kojom je omogucena kontrola sadrzaja soli bez dodataka alternativnih spojeva.

Tehnologija se temelji na primjeni nedestruktivnog sustava za skeniranje s magnetskom
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indukcijom (MIS) koji predvida omjer udjela masti i nemasne mase svjezeg buta i koli¢inu soli
koju Sunke apsorbiraju tijekom soljenja. Primjenom matematickih modela omogucena je
procjena optimalnih koli¢ina soli 1 uvjeta soljenja za svaki pojedini but te postizanje tocno
odredenog sadrzaja soli u kona¢nom proizvodu. Time je razvijen inovativni proces proizvodnje
Parma prsuta sa smanjenom koli¢inom soli bez promjena tradicionalnog postupka proizvodnje
(Anonymous, 2021e).

Optimizacija nutritivnog profila temelji se na strategijama uzgoja i hranidbe svinja i
genetskim strategijama u svrhu modifikacije profila SMK u prSuta. Glavni cilj tih strategija je
smanjivanje udjela SFA povecanjem udjela MUFA i PUFA, kao i povec¢anje udjela n-3 masnih
kiselina i smanjivanje omjera n-3/n-6 (Jiménez-Colmenero i sur., 2010, Juarez i sur., 2021).

Strategije uzgoja i hranidbe baziraju se na selekciji odredenih pasmina svinja za
proizvodnju prSuta ili razvoja novih pasmina koje ¢e nositi odredene gene sa Zeljenim
osobinama. Poznato je kako odredene ¢istokrvne pasmine svinja sadrze nize udjele SFA 1 vise
udjele PUFA u usporedbi s modernim komercijalnim pasminama, poput ¢istokrvnih juzno-
europskih pasmina (Pugliese i Sirtori, 2012) ili hrvatske crne slavonske svinje (Marusi¢ i sur,
2019a), sto je izravna posljedica ekstenzivnog ili silvo-pastoralnog nacina uzgoja u kojima
svinje samostalno pronalaze hranu bogatu PUFA (Lebret i sur., 2011) (poglavlje 2.1.4.3.).
Strategije hranidbe usmjerene su na modifikaciju prehrane svinja, naj¢e$¢e obogacivanjem
hrane dodacima poput kestena ili Zira (Bermudez i sur., 2012; Dominguez i sur., 2015) te
prirodnim izvorima ili suplementima a-tokoferola, oleinske kiseline i linolenske (Ventanas i
sur., 2007; Santos i sur., 2008). U danasnje vrijeme otvara se mogucnost proizvodnje
poljoprivrednih kultura koje bi genetskom modifikacijom sadrzavale dugolan¢ane n-3 masne
kiseline ili koriStenja transgenih Zivotinja (nuklearnim prijenosom modificirane DNK na
embrij) ¢ime bi se povecala endogena proizvodnja odredenih masnih kiselina, poput n-3
masnih kiselina (Juarez i sur., 2021).

Medutim, iako primjena metoda genetske modifikacije ima velik potencijal za
modifikaciju sastava masnih kiselina u mesu Zivotinja, namecu se brojna eticka 1 sigurnosna
pitanja, ali i pitanje percepcije potrosaca o konzumaciji mesnih proizvoda iz sirovina dobivenih
metodama genetske modifikacije (Juarez i sur., 2021).

1z dostupnih rezultata znanstvenih istrazivanja umjerenih na redukciju NaCl-a u prSutu
moze se zakljuciti kako jo$ uvijek nisu razvijene adekvatne metode za proizvodnju kvalitetnog
prSuta s nizim sadrzajem soli. Takoder, primjena alternativnih spojeva u proizvodnji prSuta
vjerojatno bi zahtijevala odredene izmjene izvornih receptura, Sto bi u slucaju zasti¢enih prsuta

(poput onih s oznakom ZOZP i ZOl), utjecalo na njihove jedinstvene karakteristike koje su
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posljedica primjene tradicionalnih sirovina i nacina proizvodnje i dio su kulturoloskog
identiteta odredene regije ili kraja.

S obzirom na postojece trendove, buduce strategije optimizacije sastava prSuta moraju
biti usmjerene k primjeni visokokvalitetnih sirovina i razvoju inovativnih metoda koje ¢e i¢i u

korak sa zahtjevima modernog potroSaca, N0 bez narusavanja izvorne kvalitete proizvoda.
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3. MATERIJALI | METODE



3.1. Materijali
3.1.1. Uzorci

Istrazivanje je provedeno na svinjskim butovima (n = 60) dobivenima od tropasminskog
krizanca Duroc & x @ (Yorkshire x Landrace). Svinje su uzgajane i tovljene pod istim uvjetima
1 s prosjecnom masom pri klanju od 160 kg. Proizvodnja dimljenog prsuta provedena je u
kontroliranim industrijskim uvjetima u mesnoj industriji Pivac (Vrgorac, Hrvatska) slijede¢i

proizvodacku specifikaciju za Dalmatinski prSut sa zaStiCenom oznakom zemljopisnog

porijekla (ZOZP) (Kos i sur., 2015).

3.1.2.1. Opis postupka proizvodnje dimljenog prSuta

Prikaz proizvodnje dimljenoga prsuta i plan istrazivanja prikazan je shematski dijagramom

toka (slika 15). Detaljniji opis postupka proizvodnje dimljenog prsuta dan je u nastavku.
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SIROVI BUTOVI
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Slika 15. Shematski prikaz proizvodnje dimljenog prsuta i plana istraZivanja (vlastita izrada,

SmartDraw Software, The Woodlands, TX, SAD)
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Nakon klanja svinja, od trupova su izdvojeni svjezi butovi ¢iji fizikalno-kemijski i
senzorski parametri zadovoljavaju odredbe propisane Specifikacijom (Kos i sur., 2015).
Prosje¢na masa izdvojenih svjezih butova iznosila je 12,00 + 0,55 kg (tablica 5). Nakon
hladenja svjezih butova (24 h pri 4 °C), provedena je masaza butova u svrhu istiskivanja
zaostale krv iz cijelog buta nakon ¢ega je uslijedilo soljenje morskom soli pri temperaturi od
2—6 °C 1 RH >80 %. Faza soljenja trajala je ukupno 30 dana te je ukljucivala: trljanje obradenih
butova suhom morskom soli i odleZavanje 7-10 dana s medijalnom stranom okrenutom prema
gore, ponovno soljenje i odlezavanja butova iduc¢ih 7-10 dana s medijalnom stranom okrenutom
prema dolje te postupka presanja butova u trajanju 7-10 dana u svrhu postizanja njihovog
pravilnog oblika. Soljeni, isprani i ocijedeni butovi objeseni su na kuku od nehrdajuceg celika
iznad petne kvrge (tuber calcanei) i preneseni u komoru za dimljenje. Dimljenje je provedeno
uporabom hladnog dima maksimalne temperature 22 °C dobivenog izgaranjem tvrdog drva ili
piljevine bukve (Fagus sp.) i hrasta (Quercus sp.) u trajanju od 45 dana.

Zatim je uslijedila faza suSenja u komorama sa stabilnom mikroklimom i otvorima za
izmjenu zraka pri temperaturi od 12-16 °C uz RH= 65-70% kroz otprilike 3 mjeseca.

Nakon zavrSetka suSenja butovi su premjesteni na zrenje u zamrac¢enu komoru sa stabilnom
mikroklimom i otvorima za izmjenu zraka pri 12-18 °C i RH = 60-75 %. Faza zrenja provedena
je u trajanju od 6 mjeseci (prSut starosti 12 mijeseci), nakon Cega su prSuti podvrgnuti
produljenom zrenju u trajanju od 6 mjeseci (prsut starosti 18 mjeseci). Zavr$na masa butova

iznosila je prosje¢no 7,29 + 0,40 kg (tablica 5).

Tablica 5. ProsjeCna masa butova (srednja vrijednost + standardna devijacija) u trenutku

uzorkovanja nakon svake od Sest faza proizvodnje dimljenoga priuta

- ) Masa butova
) ) _ Brojevi markica na
Faza proizvodnje | Datum uzorkovanja (kg)
butu

Sirovi butovi 07.11.2018. 1-10 12,0040,55
Soljenje 30.11.2018. 60C-69C 11,16+0,52
Dimljenje 15.01.2019. 70C-79C 9,61+0,46
Susenje 28.03.2019. 80C-89C 8,81+0,46
Zrenje 16.11.2019. 90C-99C 7,52+0,41
Produljeno zrenje 21.05.2020. 20D-29D 7,29+0,40
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Po deset svinjskih butova izuzeto je iz proizvodnog pogona nakon svake od Sest faza
proizvodnog procesa (slika 15): (1) sirovi butovi, (2) nakon soljenja (nakon 24 dana
proizvodnje), (3) nakon dimljenja (nakon 69 dana), (4) nakon susenja (nakon 142 dana), (5)
nakon zrenja (nakon 375 dana) i (6) nakon produljenog zrenja (nakon 562 dana). Uzorkovanje
butova provedeno je rezanjem transverzalno od bedara do glave bedrene kosti kako bi se dobili

presjeci koriSteni za analize (slika 16). Za potrebe analiza iz dobivenih presjeka su izdvojeni

vakuumirani, oznaceni i skladisteni na -18 °C do analiza. Prije analiza, uzorci su odmrznuti 24
h na 4 °C. Senzorska analiza prSuta starosti 12 i 18 mjeseci provedena je na uzorcima prsuta
odmah nakon uzorkovanja. Svaki uzorak misi¢a (60 BF 1 60 SM) analiziran je u triplikatu (osim
ako je drugacije navedeno) te sukladno tome, vrijednosti prikazane u disertaciji predstavljaju

srednje vrijednosti paralelnih mjerenja.

Slika 16. Rezanje svinjskog buta u svrhu dobivanja presjeka za senzorske (A) i fizikalno-
kemijske analize (B) (prilagodena fotografija dimljenog prSuta proizvedenog u mesnoj

industriji Pivac, foto: Radov¢i¢ Marusié, N.)
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Slika 17. Presjek dimljenog prSuta nakon produljenog zrenja s misi¢ima: BF-m. biceps femoris;

SM-m. semimembranosus, RF-m. rectus femoris; ST- m. semitendinosus (vlastita fotografija)

3.1.2. Uredaji

Analiticka vaga, ABT 220-4M (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

Aparatura za ekstrakciju masti po Soxhletu, SK6 SS (INKO d.o0.0., Hrvatska)
Autosampler TriPlus (ThermoScientific, Augustin, TX, SAD)

Centrifuga, Rotina 380 R (Hettich LabTechnology, Tuttlingen, Njemacka)

Digitalni pH metar, 7110 (WTW, Xylem Analytics, Weilheim, Njemacka)

Elektri¢ni grija¢, EKA- 10LS (Koncar, Zagreb, Hrvatska)

Hladnjak sa zamrzivadem, GTS 42120 (Liebherr, Bischofshofen, Austrija)
Homogenizator, Ultra Turrax T18 basic (IKA Werke GmbH & Co. KG, Baden-
Wiirttenberg, Njemacka)

HPLC uredaj s diode array detektorom (254 nm), Agilent 1290 Series (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD) Injector) (Agilent Technologies Santa Clara, CA,
SAD)

Kjeltec System 1002 (Foss, Hoganis, Svedska)

Kolorimetar, Konica Minolta CM-700d (Minolta, Osaka, Japan)

Mesoreznica, M-30 (Koncar, Zagreb, Hrvatska)

Mikrocentrifuga, MicroCL 21 Microcentrifuge (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, SAD)

Mufolna pe¢, EDR 26 (Elektron Erma-Strmec, Stubicke toplice, Hrvatska)

Plinski kromatograf (Agilent 6890 Network GC System) s masenim spektrofotometrom

(Agilent 5973 Mass Selective Detector) i automatskim injektorom (7683B Series)
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e Plinski kromatograf (Agilent Technologies 6890N Network GC System) s
plamenoionizacijskim detektorom (FID) (Santa Clara, CA, SAD)

e Spektrofotometar, Specord 50 Plus (AnalytikJena, Jena, Germany)

e Susionik, ST-01/02 (Instrumentaria Zagreb, Hrvatska)

e Tehnicka vaga, PFB (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Teksturometar, TA1 (Ametek Lloyd Instruments Ltd., Zapadni Sussex, Engleska)

e Termoblok s magnetnim mijesanjem 18971 (Pierce React-Therm, Rockford, IL, SAD)

e Termoblok, Stuart SBH130D (Cole-Parmer Ltd., Stone, Engleska)

e Uredaj za mjerenje aktiviteta vode, Testo 650 (Testo Inc., NewYork, USA)

e Vertikalni sustav za elektroforezu OmniPAGE Mini CVS10D (Cleaver Scientific,
Warwickshire, Engleska) s jedinicom za napajanje Enduro 300 V (Labnet International,
Edison, NJ, SAD)

e Vibromjesac (,,vorteks*), Hula Dancer Digital (IKA Werke GmbH & Co. KG, Baden-
Wiirttenberg, Njemacka)

e Vodena kupelj, Rotavapor R-250 (Biichi Labortechnik, Flawil, Svicarska)

3.1.3. Pribor

e Aluminijske zdjelice za suSenje 50 x 30 mm (IDL Diverse Artikel, Nidderau,
Njemacka)

e Automatske pipete Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e Eksikator (Brand, Wertheim am Main, Njemacka)

e Eppendorf tube (od 1,5 ml i 2 ml) (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

o Filter papir, Whatman (n° 54) (Whatman Ltd, Madstone, Engleska)

e HPLC kolona, Novapack C18 (300 x 3,9 cm) (Waters, Milford, MA, SAD)

e Kjeldahl kivete (Duran Life Sciences, Milville, NJ, SAD)

e Kolona DB-23 (60 m x 0,25 mm x 0,25 um) (Agilent, Walnut Creek, CA, SAD)

e Kolona DB-5MS 30 m x 0,25 mm, debljine filma 0,25 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, SAD)

e Kuglice za vrenje (Bohlender, Waltersberg, Njemacka)

e Kvarcne kivete za spektrofotometrijsko mjerenje (Hellma Analytics, Njemacka)

e Laboratorijske Spatule za vaganje od nehrdajuceg celika
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e Laboratorijski stakleni pribor (Case, Stapici, lijevci, Erlenmeyerove tikvice, odmjerne
tikvice, hladilo za Soxhlet aparat) (TLOS, Zagreb, Hrvatska)

e Lonci¢i za spaljivanje (@ 5 cm) (Haldenwanger, Waldkraiburg, Njemacka)

e Petrijeve zdjelice (@ 10 cm) (Bochem, Weilburg, Njemacka)

¢ Plasti¢ne epruvete (10 mL) (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e PTFE cepovi (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka)

e Set magneta za mijeSanje (NeoLab, Heidelberg, Njemacka)

e SPME drza¢ 57330-U (Supelco, Bellefonte, SAD)

e SPME vlakno presvuceno sa 2 cm 50/30 um DVB/karboksen/PDMS (Supelco,
Bellefonte, PA, SAD)

e Staklena vuna (Hecht, Sondheim, Njemacka)

e Staklene kivete za spektrofotometrijsko mjerenje (Yixing Zhicheng Material, Yixing,
Kina)

e Staklene ploce za vertikalnu elektroforezu 10 x 10 cm (Cleaver Scientific,
Warwickshire, Engleska)

e Stakleni vial (20 mL) (Headspace) (Restek, Bellefonte, PA, SAD)

e Tikvice s okruglim dnom (TLOS, Zagreb, Hrvatska)

e Tube za centrifugu (50 mL) Falcon (ThermoFisher, Waltham, MA, SAD)

e Tuljac za ekstrakciju masti po Soxhletu (Biichi Labortechnik, Flawil, Svicarska)

e Viale (1,5 mL) s N9 navojem i ravnim dnom (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka)

3.1.4. Kemikalije

o 2,2 4-trimetilpentan (Izooktan), HPLC ¢isto¢a (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e 2A-dinitrofenilhidrazin (DNPH), > 97 % (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)

e 2-tiobarbiturna kiselina (TBA), > 98 % (Acros Organics, Geel, Belgija)

e Acetonitril (ACN) (C,H3N), HPLC ¢istoca (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e Akrilamid, HPLC ¢istoc¢a (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e Amonij persulfat (APS), ¢istoca za elektroforezu (99 %) (Fischer Scientific, Waltham,
MA, SAD)

e Bornakiselina p.a. (HsBOs3) (Kemika, Zagreb)

e Bromfenol plavo (Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska)

e Butilirani hidroksitoluen (BHT), 99,8 % (Acros Organics, Geel, Belgija)
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Commasie blue R-250, ¢istoca za elektroforezu (99 %) (Fischer Scientific, Waltham,
MA, SAD)

Dikalijev fosfat p.a. (K:HPO4) (Gram-Mol, Zagreb, Croatia)

Dinatrij difosfat (Na2H2P207) p.a. (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)

Dinatrij hidrogenfosfat heptahidrat (Na2HPOs x 7H.0), > 99 % (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Njemacka)

Dinatrijev hidrogenfosfat p.a. (Na2HPO.) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)
Etanol 96 % (EtOH) (Gram-Mol, Zagreb, Croatia)

Etil acetat (C4sHgO>) p.a. (Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska)

Etilen glikol-bis(2-aminoetileter) - N,N,N’,N’-tetraoctena kiselina (EGTA), > 97 %
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)

Glicerol p.a. (Gram-Mol, Zagreb, Croatia)

Glicin, ACS cistoca (Sigma-Aldrich, Tautkirchen, Njemacka)

Gvanidin hidroklorid, > 98 % (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)

Kadmij diklorid hemipentahidrat (CdCl,-2Y2 H,0) (Acros Organics, Geel, Belgija)
Kalijev hidroksid (KOH) u ljuskama, p.a. (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)
Kalijjev klorid p.a. (KCl) (Honeywell, Offenbach, Njemacka)

Kalijev kromat p.a. (K2CrOg4) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)

Kit za odredivanje koncentracije proteina: Bradford DC protein standard assay (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, SAD) koji se sastoji od reagensa A (alkalne otopine
bakrovog tartarata) i reagensa B (razrijedeni Folin reagens (natrijev 1,2-naftokinon-4-
sulfonat))

Kjeldahl tablete Kjeltabs Se/3,5 (3.5g K2SO4 + 3,5mg Se) (Foss, Hilleroed, Danska)
Klorovodic¢na kiselina (HCI) 37 % (Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska)

Kvarcni pijesak (Gram-Mol, Zagreb, Croatia)

Ledena octena kiselina p.a. (C2H402) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
Magnezij klorid (MgCly) p.a. (Gram-Mol, Zagreb, Croatia)

Medicinski benzin p.a. (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

Metanol p.a. (MeOH) (Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska)

Monokalijev fosfat p.a. (KH2PO4) (Gram-Mol, Zagreb, Croatia)
N,N’-metilenbisakrilamid, ¢istoca za elektroforezu (99 %) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD)
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Natrij acetat p.a. (C2H3sNaO.) (Gram-Mol, Zagreb)

Natrij dihidrogen fosfat (NaH2POa), > 99 % (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)
Natrij dodecil sulfat, SDS (CH3(CH2)1:0SOsNa), za elektroforezu (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Njemacka)

Natrij hidrogensulfat monohidrat (NaHSO4 x H.O) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Njemacka)

Natrij hidroksid (NaOH), peleti (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

Natrij klorid (NaCl), ACS ¢istoce (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)

Ninhidrin p.a. (CeHeO4) (Acros Organics, Geel, Belgija)

Octena kiselina p.a. (C2H402) (Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska)

Srebro nitrat p.a. (AgNO3) (Gram-Mol, Zagreb, Croatia)

Sumporna kiselina p.a. (H2SO4) (Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska)

Tehnicki plin dusik 5,0, 99,9 % cistoce (Messer Croatia Plin, Zapresic¢, Hrvatska)
Tehnicki plin helij 5,0, 99,9 % ¢isto¢e (Messer Croatia Plin, Zapresi¢, Hrvatska)
Tehnicki plin kisik, 99,9 % ¢istoce (Messer Croatia Plin, Zapresi¢, Hrvatska)
Tehnicki plin sintetski zrak 5,0 (Messer Croatia Plin, Zapresi¢, Hrvatska)

Tehnicki plin vodik 5,0 > 99,9 % cistoca (Messer Croatia Plin, Zapresi¢, Hrvatska)
TEMED (N,N,N’.N'-Tetrametil etilenediamin), za elektroforezu (99 %) (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)

Trietilamin, N,N-Dietiletanamin  ((C2Hs)sN), HPLC cistoce (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Njemacka)

Trikloroctena kiselina p.a. (TCA) (Acros Organics, Geel, Belgija)

Tris baza, Tris(hidroksimetil)aminometan (NH2C(CH2OH)z), ACS c¢istoca (Acros
Organics, Geel, Belgija)

Trizma® maleat (sol trometamin maleata) > 99.5% (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Njemacka)

B-merkaptoetanol (C2HeOS), ACS c¢istoca (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)

3.1.5. Standardi

Albumin govedeg seruma > 98% (engl. Bovine Serum Albumin, BSA) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
1,1,3,3-tetrametoxipropanol (TMP), 99 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
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4-metil-2-pentanol (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, Francuska)
Fenilisotiocijanat (PITC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

L-Leucin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Nor-Leucin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka).

Proteinski standardi za SDS-PAGE: LMW-SDS Marker Kit (fosforilaza B (97 kDa),
albumin (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), karbonska anhidraza (30 kDa), tripsin inhibitor
(20,1 kDa) i a-Laktalbumin (14,4 kDa)), GE Healthcare Life Sciences, Chalfont,
Engleska)

Smjesa alkana C8-C20 (RiMix) (SigmaAldrich, Steinheim, Njemacka)

Standardi 21 individualne aminokiseline (br. LAA21) sastava: (Asn), glutamin (GlIn),
4-hidroksiprolin (HO-pro), cistein (Cys), arginin (Arg), histidin (His), izoleucin (lleu),
leucin (Leu), lizin (Lys), metionin (Met), fenilalanin (Phe), tirozin (Tyr), treonin (Thr),
valin (Val), alanin (Ala), asparaginska kiselina (Asp), glutaminska kiselina (Glu), glicin
(Gly), prolin (Pro), serin (Ser) i triptofan (Trp) (SigmaAldrich, Steinheim, Njemacka)
Standardna smjesa 37 masnih kiselina (F.A.M.E C4 — C24) (Supelco, Bellefonte, PA,
SAD)

3.1.6. Racunalni programi

Enhanced ChemStation (Agilent Technologies Santa Clara, CA, SAD)

ImageLab 6,1 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, SAD)

NexygenPLUS Software (Ametek Lloyd Instruments Ltd., Zapadni Sussex, Engleska)
NIST 2005 baza podataka (verzija 2,0) (NIST, Gaithersburg, MD, SAD)

Paket Microsoft Office 365 (Redmond, WA, SAD)

SPSS 17.0 (StatSoft Inc, Tulsa, Oklahoma, SAD)

3.2. Metode rada

3.2.1. Instrumentalno odredivanje boje

Instrumentalno odredivanje boje mesa temelji se na mjerenju parametara trodimenzionalnog

spektra boja, koriStenjem uredaja koji radi na principu mjerenja stupnja reflektirane svjetlosti

od mjerne povrSine. Referentna metoda mjerenja boje mesa koristi L*, a*, b* spektar boja

(Honikel, 1998) prema CIE sustavu (CIE, 1976). Parametar L* predstavlja mjeru svjetlosti
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mesa iskazana vrijednostima od 0 do 100 (0 = crno; 100 = bijelo). Vrijednost parametra a* je
mjera crvenila mesa iskazana vrijednostima od -60 do 60, a iskazuje spektar od crvene do
zelene boje, pri ¢emu veca vrijednost a* parametra karakterizira crvenije meso. Vrijednost b*
parametra ukazuje na spektar nijansi izmedu plave i zute boje, a njegova veca vrijednost
oznacava izrazenost zutog dijela spektra (Honikel, 1998). Za odredivanje boje prSuta koriSten
je spektrofotometar Konica Minolta CM-700d (Osaka, Japan) sa standardnim promatracem,
izvorom svjetlosti D 65 10° s otvorom blende 8 mm i s otvorenim konusom. Izmjerene su L*,
a* 1 b* vrijednosti na povrsini uzoraka misi¢a, na nacin da su se pri mjerenju izbjegavale zone
sa masnim tkivom kako bi dobivene vrijednosti boje prezentirale pravu boju misi¢nog tkiva
prSuta. Svaki uzorak mjeren je u 10 paralelnih mjerenja, a vrijednosti prikazane u radu

predstavljaju srednje vrijednosti tih mjerenja.

3.2.2. Instrumentalno odredivanje teksture

Tekstura je jedna od najvaznijih karakteristika mesa, a potrosaci je ¢esto smatraju vaznijom i
od okusa i boje mesa (Harkouss i sur., 2015). Pouzdano i to¢no mjerenje teksture provodi se u
svrhu postizanja zeljene teksturalne karakteristike proizvoda.

Analiza profila teksture (engl. Texture Profile Analysis, TPA) jedna je od najcesce
koristenih metoda za procjenu teksturalnih karakteristika hrane. Zasniva se na imitaciji procesa
zvakanja s dvostrukim ciklusom kompresije (“dva zagriza”). Pritom se dobivaju profili teksture
koji se definiraju kao krivulje koje nadziru 1 biljeZe prostorne ili vremenske dogadaje tijekom
mjerenja teksture uzorka hrane (slika 18). Dobivenim profilima teksture mogu se procijeniti

teksturalna svojstva Sirokog spektra svjeze i procesirane hrane (Chen i Opara, 2013).
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Kohezivnost = A2 / A1
Adhezivnost = A3
Gumenost = Tvrdoc¢a x Kohezivnost

Zvakljivost = Gumenost x Elastiénost

Slika 18. Krivulje TPA profila (prilagodeno prema Anonymous, 2021)

TPA analiza uzoraka misi¢a prSuta provedena je na sobnoj temperaturi pomocu analizatora
teksture TAL opremljenog pritisnim klipom od 50 kg. Prije analize, uzorci su izrezani na 10
x 10 x 10 mm i kondicionirani 2 h na 20 “C. Uzorak je dva puta komprimiran brzinom pritisnog
klipa od 1 mm/s do 50% deformacije (razdoblje odmora izmedu ciklusa od 5 s). Rezultati su
obradeni softwareom NexygenPLUS te su iz krivulja sila-udaljenost odredeni sljedeci
parametri: tvrdoca (N), adhezivna sila (N), kohezivnost, adhezivnost (Nmm), gumenost (N),
elasti¢nost (mm), zvakljivost (Nmm), otpornost, prijelom (N) i zilavost (mm). Softwer
NexygenPLUS povezan je s programima Microsoft Office paketa Sto omogucéava direktno

prebacivanje podataka analiza u programe paketa i njihovu brzu obradu.
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Slika 19. Instrumentalno odredivanje teksture prsuta teksturometrom TA1 (vlastita fotografija)

3.2.3. Odredivanje udjela vode

Udio vode odreden je gravimetrijskom metodom (ISO 1442, 1997). U niske aluminijske
zdjelice stavljen je kvarcni pijesak (oko 5 grama) i stakleni Stapi¢ te su zajedno stavljeni u
susionik na temperaturu od 103 ° C na 30 minuta. Nakon toga, posudice su poklopljene u
susioniku, hladene u eksikatoru do sobne temperature (30 min) te izvagane (mo). U izvagane i
osus$ene aluminijske posudice dodano je oko 3 g homogeniziranog uzorka i lagano pomije$ano
s kvarcnim pijeskom pomocu staklenog Stapica. Posudice su poklopljene i izvagane (my).
Posudice s uzorkom su zatim otklopljene i stavljene u suSionik na 2,5 h na zadanu temperaturu,
nakon ¢ega su poklopljene i hladene u eksikatoru (30 min) i vagane (m2). Postupak je ponavljan

sve dok se dva uzastopna mjerenja (nakon 1 sat suSenja) nisu razlikovala vise od 0,1%.

Udio vode izracunat je prema formuli:

Udio vode (%) = 2272 x 100 [1]

ml-mo0

gdje je:

Mo- odvaga aluminijske posudice, pijeska i staklenog Stapica (g)
m1-odvaga aluminijske posudice, uzorka, pijeska i staklenog Stapica prije susenja (g)

mz- odvaga aluminijske posudice, uzorka, pijeska i staklenog Stapic¢a nakon suSenja (g)
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3.2.4. Odredivanje udjela masti po Soxhletu

Odredivanje udjela masti provedeno je metodom po Soxhletu (HRN ISO 1443, 1999). Soxhlet
metoda je standardna metoda za odredivanje masti u hrani, a temelji se na ekstrakciji slobodne
masti pomocu pogodnog otapala te odredivanje ekstrahirane masti gravimetrijskom metodom.
Uzorci su izvagani u oprane, osuSene i ohladene petrijeve zdjelice. 1zvagano je po 10 g
homogeniziranog uzorka i 10 g kvarcnog pijeska te zajedno osuSeno na 103-105 °C tijekom
3,5 h. Nakon susenja i hladenja, sadrzaj zdjelica kvantitativno je prebacen u tuljce za
ekstrakciju i zatvoren vatom. U tikvice s okruglim dnom (prethodno osusene i ohladene)
ubacene su dvije kuglice za vrenje, a potom su tikvice s kuglicama izvagane. Tuljac je
postavljen u aparaturu za ekstrakciju te je dodano oko 150 mL benzina. Ekstrakcija je trajala 6
h na temperaturi od 150 °C do 200 °C pri ¢emu je ekstrakt skupljan u tikvicu. Nakon ekstrakcije
se otapalo predestiliralo, ostatak je isparen na vodenoj kupelji, a tikvica je suSena u susSioniku
na temperaturi od 100 — 102 °C, ohladena u eksikatoru 30 minuta i izvagana na analiti¢koj
vagi. Tikvica je ponovno je susena 30 minuta na temperaturi od 100 — 102 °C do konstantne

mase.

Udio masti izraCunat je prema formuli:
Kolicina masti (%) = %100 [2]

gdje je:
a - masa ekstrahirane masti (g)

b - masa ispitivanog uzorka (g)

3.2.5. Odredivanje udjela proteina po Kjeldahlu

Udio proteina odreden je metodom po Kjeldahlu (HRN ISO 1871, 1999) koja se temelji na
razaranju uzorka sumpornom Kkiselinom uz prisustvo katalizatora, alkalizaciji dobivenog
produkta i njegove destilacije. Oslobodeni amonijak se potom skuplja u otopinu borne kiseline
koja se titrira otopinom kloridne kiseline kako bi se odredio sadrzaj dusika 1 izraCunao sadrzaj

sirovih proteina.
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Odvagano je 1 g homogeniziranog uzorka u Kjeldahlovu kivetu, dodano je 15 mL
koncentrirane sumporne Kiseline i katalizator Kjeltabs Se/3,5. Uzorci su spaljivani na
temperaturi od 400°C tijekom 40-60 minuta. Ohladeni uzorci razrijedeni su dodatkom 75 mL
destilirane vode te postavljeni u aparat Tecator Kjeltec System 1002. Na postolje destilacijske
jedinice postavljena je Erlenmeyerova tikvica u koju je dodano 25 mL 4 % borne kiseline te je
podignuta u gornji polozaj na nacin da je destilacijska cjevc€ica uronjena u otopinu. Uzorci su
automatizirano destilirani uz dodatak 50 mL 40%-tne otopine NaOH. Destilat u
Erlenmeyerovoj tikvici je bio zelene boje $to ukazuje na prisutnost amonijaka. Destilat se titrao
standardiziranom kloridnom kiselinom (0,2 mM) do prelaska boje u ruziCastu. 1z podataka za
utrosak kiseline potrebne za titraciju izracunat je postotak duSika i koli¢ina proteina u

uzorcima.

Udio dusika (% N) 1 postotak proteina izracunati su prema slijede¢im formulama:

% N = [(U-5) xlrvnx 1,4007] [3]

% proteina=% N x F [4]
Gdje je:

U- volumen HCI utro$en za titraciju uzorka (mL)

S- volumen HCI utrosen za titraciju slijepe probe (mL)
N- molaritet kiseline

m- masa uzorka (g)

F- faktor za preraCunavanje dusSika u proteine (6,25)

3.2.6. Odredivanje pepela

Ukupni sadrzaj mineralnih tvari neke namirnice procjenjuje se prema koli¢ini pepela koji
predstavlja anorganski ostatak koji zaostaje nakon spaljivanja organskog dijela namirnice.
Sadrzaj pepela odreden je prema metodi za odredivanje pepela u mesu i mesnim proizvodima
(HRN ISO 5984, 2004). Neposredno prije upotrebe lon¢ici za spaljivanje su zareni u mufolnoj
peci na temperaturi od 550 °C do postojane mase (otprilike 15 min), zatim su hladeni najmanje
1 sat u eksikatoru i vagani. lzvagano je 5 g uzorka (x 0,01 g) u pripremljeni lonc¢i¢. Uzorak je
u ravnomjernom sloju rasporeden po loncicu te je zagrijavan preko elektricnog grijata. Nakon

toga uzorci su stavljeni u mufolnu pe¢ prethodno zagrijanu na 550 °C 1 ostavljeni dok nije
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dobiven bijeli ili blijedo zeleni pepeo. Po zavrsetku spaljivanja lonci¢i su stavljeni u eksikator

na hladenje (najmanje 1 h), a potom su izvagani. Udio popela je izraCunat prema formuli:
% pepela= "~ x 100 [5]

m1-masa prazne posudice (g)
mz-masa posudice s uzorkom prije susenja (g)

ma-masa posudice s pepelom (g)

3.2.7. Odredivanje neproteinskog dusika

Priprema uzorka za odredivanje neproteinskog dusika provedena je prema metodi opisanoj u
(Monin i sur., 1997). Odvagano je 2,5 + 0,05 g u Falcon tube, homogenizirano s 25 mL
deionizirane vode i centifugirano (3500 o/min tijekom 30 min). Zatim je u tube dodano 10 mL
20% trikloroctene kiseline, promijeSano na vorteksu i ostavljeno 60 minuta na sobnoj
temperaturi. Tube sa sadrzajem su potom centrifugirane (3500 o/min tijekom 30 min). Iz tuba
je uzeto 15 mL filtrata koristi za odredivanje dusika prema metodi za ukupni dusik (HRN ISO
937, 1999). Flitrat se spaljivao 2 sata (polako pojac¢avajuéi); 15 min na 1; 30 min na 3; 30 min
na 5 te ostatak vremena na 10. Filtrat je ohladen, dodano je 80 mL redestilirane vode te
destilirano sa 50 mL NaOH s 25 mL borne kiseline. Nakon destilacije titrirano je s 0,1 M
HCl-om.

Maseni udio neproteinskog dusSika (NPN) u uzorku racunat je prema formuli:

Wn (% ): 1,4007 x (I:;LS_Vb) X CS [6]

Gdje je:

Whn - maseni udio dusika u uzorku (%)

Vs - volumen (mL), 0,1 N klorovodicne kiseline potreban za odredivanje

V- volumen (mL), 0,1 N klorovodicne kiseline potreban za slijepu probu

Cs - koncentracija klorovodi¢ne kiseline, 0,1 Nm -masa testnog dijela uzorka (g)

m - masa analiziranog uzorka (g)
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3.2.8. Odredivanje udjela NaCl-a

Odredivanje udjela natrijevog klorida odredeno je titracijskom metodom po Mohru (AOAC,
1984) koja se bazira na rac¢unanju masenog udjela natrijevog klorida u ispitivanom uzorku iz
volumena otopine AgNOs utroSenog za titraciju uzorka. U ¢asu od 100 mL izvagano je oko 2
g (+/- 0,01 g) dobro usitnjenog i homogeniziranog uzorka, dodano 2-3 mL tople vode i
mijeSano staklenim Stapi¢em dok nije dobivena dobije homogena smjesa. Smjesa je
kvantitativno prenesena u odmjernu tikvicu od 100 mL (uz ispiranje ¢asice vodom), tikvica je
dopunjena destiliranom vodom do oznake, zatvorena ¢epom, dobro promijeSana i stavljena u
klju¢alu vodenu kupelj te drzana 15 minuta od trena kad je zakipio sadrzaj tikvice. Tikvica je
bila poklopljena tijekom kljucanja uz povremeno dizanje ¢epa. Otopina u tikvici je ohladena,
promijesana i filtrirana preko filter papira. Ispitana je pH vrijednost filtrata pH metrom (pH 7-
10), a u slucaju da je filtrat reagirao kiselo neutraliziran je s otopinom NaOH. Od dobivenog
filtrata otpipetirano je 25 mL filtrata u Erlenmeyerovu tikvicu, dodano 2-3 kapi indikatora -

zasi¢ene otopine K2CrOg i titrirano 0,1 M otopinom AgNO3z do prve promjene boje.
Udio NaCl se izracunat je prema formulama:
m1oo (NaCl) = 4 x ¢ (AgNO3) x Vs (AgNO3) x M (NaCl) [7]

. __m100(NacCl)
Udio NaCl (%)—m x 100 [8]

3.2.9. Odredivanje aw

Aktivitet vode (aw) predstavlja omjer parcijalnog tlaka vodene pare namirnice i tlaka Ciste
vodene pare kod odredene temperature. Odredivanjem aw Vvrijednosti procjenjuje se udio
slobodne vode u hrani dostupan za odvijanje metabolizma prisutnin mikroorganizama
(Mathlouthi, 2001). Vrijednost aw u uzorcima je izmjerena instrumentom Testo 650 to¢nosti
mjerenja = 0.01 aw. Potrebna koli¢ina uzorka stavljena je u komoricu instrumenta vodeci rauna
da razlika sobne i temperature uzorka nije visa od 4°C. Rezultat je o€itan direktno s ekrana

instrumenta.
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3.2.10. Odredivanje pH

Suspenzija za odredivanje pH je pripremljena mijeSanjem 2 g uzorka sa 18 mL destilirane vode
u homogenizatoru Ultra Turrax tijekom 60 s. Mjerenju je prethodilo kalibriranje elektrode
standardnim puferima pH 4,01 i 7,00 temperature 25 °C. pH uzoraka mjeren je u digitalnim pH

metrom, a rezultati su oc€itani direktno s ekrana pH metra.

3.2.11. Odredivanje indeksa proteolize iz omjera neproteinskog i proteinskog dusika

Indeks proteolize izracunat je kao omjer neproteinskog dusika (NPN) i ukupnog dusika (N)

(opisano u poglavlju 3.2.5. i 3.2.7.) prema formuli:
Indeks proteolize (NPN/N) (%) = NNﬂ x 100 [9]

3.2.12. Odredivanje indeksa proteolize metodom s Cd-ninhidrinom

Metoda za odredivanje indeksa proteolize provedena na reakciji derivatizacije sa Cd-
ninhidrinom prema modificiranoj metodi C opisanoj u Doi i sur. (1981). Tom metodom
kvantificira se ukupan broj aminokiselina (izrazenih na bazi leucina) prisutnih u razli¢itim
uzorcima prsuta (od svjezeg buta do zrelog prSuta). Izvagano je 2 g uzorka u tube za centrifugu
te dodano 20 mL hladnog 0,01 M HCI. Mjesavina je homogenizirana na Ultraturraxu (3 puta
po 20 sekundi) u ledu. Homogenizirani uzorci su centrifugirani (20 min, 7500 o/min, 4 °C), a
potom je supernatant filtriran preko staklene vune. Dobiveni ekstrakt otopljen je sa 0,01 M HCI

u razli¢itim omjerima ovisno o starosti prSuta, odnosno vremenu proizvodnje:

Tablica 6. Razrjedenja mesnog ekstrakta za analizu indeksa proteolize metodom sa Cd-

ninhidrinom

Sirovi prsut 1/5 200 pL ekstrakta+ 800 uL 0,01 M HCI
2 mjeseca 1/10 100 uL ekstrakta + 900 pL 0,01 M HCI

3,5 mjeseca 1/20 50 pL ekstrakta + 950 uL. 0,01 M HCI
5 mjeseci 1/50 200 pL ekstrakta + 10 mL 0,01 M HCI

6,5 mjeseca 1/50 200 pL ekstrakta + 10 mL 0,01 M HCI
9 mjeseci 1/100 100 uL ekstrakta + 9,9 mL 0,01 M HCI

> 10 mjeseci 1/100 100 pL ekstrakta + 9,9 mL 0,01 M HCI
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400 pL dobivene otopine (razrijedenog ekstrakta) otpipetirano je u Eppendorff tube (od 1,5
mL) dodano je 800 puL 96 %-tnog etanola te promijeSano na vortexu. Ostavljeno je 30 min na
sobnoj temperaturi da precipitiraju proteini te centrifugirano na (12,000 o/min, 5 min pri 4°C).
400 pL supernatanta je promijesSano sa 800 puL reagensa Cd-Ninhidrin. Dobro je promijesano
na vortexu te stavljeno u termoblok na 84 °C tijekom 5 min. Nakon toga Eppendorf tube su
stavljene odmah u led na 15 min, a potom centrifugirane (12,000 o/min, 5 min, 4°C) u
mikrocentrifugi. Slijedilo je o¢itavanje apsorbancije pri 490 nm. Za svako mjerenje izradila se
odgovarajuca kalibracijska krivulja s otopinom leucina.

Pomoc¢u dobivenih vrijednosti apsorbancije i kalibracijske krivulje izra¢unato je ug/mL
aminokiselina u svakoj otopini uzorka. Slijedila je korekcija sukladno napravljenim otopinama
uzorka. Dobivena vrijednost pomnozena je sa:

x 10 (ekstrakcija)

x 3 (deproteinizacija)

x koristeni faktor razrjedenja ekstrakta (5, 10, 20, 50 ili 100)

te podijeljena sa 1000 kako bi se dobio rezultat izrazen kao mg aminokiselina u 1 g uzorka.

3.2.13. Odredivanje sastava proteina prsuta
3.2.13.1. Ekstrakcija sarkoplazmatskih i miofibrilarnih proteina

Ekstrakcija sarkoplazmatskih i miofibrilarnih proteina za potrebe analize elektroforezom na
SDS-poliakrilamidnom gelu provedena je prema postupku opisanome u Toldré i sur. (1992) s
manjim preinakama.

Odvagano je 2,5 g uzoraka miSi¢a prSuta i homogenizirano na Ultraturraxu s 25 mL
0,03 M Kkalij fosfatnog pufera (pH=7,4) (0,26 M K2HPOa, 0,06 M KH2POg) tijekom 2 min na
ledu. Homogenizirani uzorci potom su centrifugirani pri 7500 o/min tijekom 20 min na 4 °C.
Supernatant dobiven centrifugiranjem koji je sadrzavao frakciju sarkoplazmatskih proteina
sakupljen je u oznacene Falcon tube. Preostali talog dobiven centrifugiranjem (,,pelet”) izvagan
je 1 pomijesan (u omjeru 1:10) s KCI fosfatnim puferom (pH=7,5) (0,45 M KCl, 15,6 mM
Na:HPOs, 3,5 mM KH2PO4), vorteksiran 2 minute i vrlo kratko homogeniziran (nekoliko
sekundi) na ledu. Potom je sadrzaj u tubama centrifugiran (7500 o/min, 20 min na 4 °C), a
dobiveni supernatant koji sadrzavao je frakciju miofibrilarnih proteina sakupljen je u oznacene

Falcon tube.
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3.2.13.2. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Odredivanje koncentracije sarkoplazmatskih i miofibrilarnih proteina obavezno prethodi
elektroforezi na SDS-poliakrilamidnom gelu kako bi se u sve jazice poliakrilamidnog gela
otpipetirala ista koncentracija proteina za analizu (2 mg/mL), a eventualno se prije injektiranja
provelo njihovo koncentriranje ili razrjedivanje u svrhu postizanja zeljene koncentracije.

Odredivanje koncentracije sarkoplazmatskih i miofibrilarnih proteina provedeno je
brzom metodom po Bradfordu uz pomo¢ kita za analizu proteina Bradford DC protein standard
assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, SAD) prema naputcima proizvodaca. Test se
temelji na reakciji proteina s alkalnom otopinom bakrenog tartarata i Folin reagensa koji dovodi
do razvoja plavog obojenja koji se mjeri spektofotometrijski pri 750 nm.

U svrhu Konstrukcije bazdarnih dijagrama paralelno su pripremljena razrjedenja
standarda proteina (BSA > 98 %) u koncentraciji 0,2-1,5 mg/mL u 0,03 M kalij fosfathom
puferu (pH=7,4) (u svrhu kvantifikacije sarkoplazmatskih proteina) te u KCI fosfathom puferu
(pH=7,5) (u svrhu kvantifikacije miofibrilarnih proteina). U plasti¢ne epruvete od 10 mL
paralelno je opipetirano po 100 pL uzoraka proteina te pripremljenih otopina BSA (0,2-1,5
mg/mL) u puferima koriStenima za ekstrakciju sarkoplazmatskih i miofibrilarnih proteina.
Potom je u svaku epruvetu dodano po 500 pL reaktanta A i 4 mL reaktanta B, promijeSano na
vorteksu 30 sekundi i ostavljeno 15-20 minuta na temperaturi okoline. lzmjerena je
apsorbancija pri 750 nm, a koncentracija sarkoplazmatskih i miofibrilarnih proteina izracunata

je 1z bazdarnih krivulja.

3.2.13.3. Elektroforeza na SDS-poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE)

Odredivanje sastava proteina prsuta provedeno je elektroforezom na SDS-poliakrilamidnom
gelu prema Laemmliju (1970). Od svakog istrazivanog misi¢a uzeto je po pet uzoraka te
analizirano metodom SDS-PAGE u cetiri paralelna mjerenja. Ekstrakti sarkoplazmatskih i
miofibrilarnih proteina (dobiveni prema postupku opisanome u poglavlju 3.2.13.1.) pomijeSani
su s Laemmli puferom za uzorke (0,063 M TRIS-HCI1 pH=6,8, 0,05% [-merkaptoetanol, 4%
SDS, 10% glicerol, bromfenol plavo 0,01%), zagrijani u termobloku (2 min pri 96 °C), ohladeni
i centrifugirani u mikrocentrifugi pri 10 000 o/min tijekom 2 min.

U jazice je otpipetirano po 10 pL proteinskih ekstrakata (2 mg/mL proteina).
Elektroforeza je provedena u vertikalnom sustavu za elektroforezu s jedinicom za napajanje od

300 V. Elektroforetsko razdvajanje proteina provedeno je na poliakrilamidnoj ploci
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sastavljenoj od 12 %-tnog gela za razdvajanje (12 % akrilamid, 0,36 % N,N’'-
metilenbisakrilamid, 0,1 % SDS, 0,06 % TEMED, 6 % APS u 1,5 M TRIS-HCI puferu pH=8,8)
I 4 %-tnog gela za sabijanje (4 % akrilamid, 0,10 % N,N’-metilenbisakrilamid, 0,1 % SDS,
0,07 % TEMED, 6,7 % APS u 0,5 M TRIS-HCI puferu pH=6,8) u puferu za elektroforezu (25
mM TRIS, 198 mM glicin, 0.1% SDS). Elektroforeza je provedena pri konstantnoj struji od
180 V dok fronta boje nije dosla do dna gela (otprilike 1,5 h). Gelovi su bojani na proteine
tijekom 2 h u otopini za bojanje (0.1% Coomassie Blue R250, 30 % metanol i 20 % octena
kiselina), a potom odbojani preko noci u otopini za odbojavanje (30% metanol, 10 % octena
kiselina). Nakon odbojavanja, gelovi su obradeni u softwareu ImageLab 6,1 pomocu kojeg je
izraCunata molekulska masa (MW) i relativan intenzitet svakog pojedinog proteina.
Identifikacija proteina provedena je odredivanjem njihove MW (usporedbom prijedene
udaljenosti na gelu svakog pojedinog proteina s prijedenom udaljenosti standardnih proteina
poznate MW) (LMW-SDS Marker Kit). Imenovanje dobivenih proteinskih vrpca provedeno je
temeljem usporedbe MW dobivenih vrpca s imenima i MW proteina iz literature (Bermudez i
sur, 2014b; Larrea i sur, 2006; Théron i sur, 2011).

Samo najistaknutije proteinske vrpce koje su se pojavljivale kroz svih Sest faza
proizvodnje prSuta kvantificirane su usporedbom njihovih relativnih intenziteta izmedu
razli¢itth faza proizvodnje. Relativni intenzitet svake vrpce izraunat je usporedivanjem

intenziteta vrpce s intenzitetom vrpce od 97 kDa u stupcu standarda proteina poznatin MW.

Slika 20. Primjer 3D modela elektroforetograma sarkoplazmatskih proteina BF (lijevo) i SM
(desno) dimljenog prsuta tijekom Sest faza proizvodnje (vlastita izrada u programu ImageLab
6,1, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
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3.2.14. Odredivanje sastava aminokiselina i dipeptida

Odredivanje sastava aminokiselina i dipeptida provedeno je prema metodi Flores i sur. (1997)
uz prethodnu derivatizaciju sa fenilizotiocijanatom (PITC) (Bidlingmeyer i sur., 1987).

Uzorci misi¢a prsuta (5 g) homogenizirani su u 25 mL 0,01 M HCI-a na Ultraturrax
uredaju te centrifugirani (7300 o/min, 20 min) uz hladenje. Supernatant je filtriran kroz
staklenu vunu kako bi se odvojio eventualno zaostali masni materijal s povrSine supernatanta.
250 puL ekstrakta je pomijesano s 50 pL internog standarda nor-leucina (1 mM) i
deproteinizirano dodatkom 750 pL. acetonitrila. Sadrzaj je ostavljen da odstoji 30 min, a
potom je centrifugiran (7300 o/min, 10 min). Alikvot supernatanta s aminokiselinama
volumena 100 pL je derivatiziran sa PICT (Bidlingmeyer 1 sur., 1987). Supernatant (100 pL)
je osusen, pomijesan s 15 mL sredstva za susenje (metanol: natrij acetat 1M : trietilamin (TEA)
= 2:2:1) 1 promijeSan. Postupak je ponovljen jo§ jednom. Zatim je dodano 15 pL
derivatizacijskog reagensa (metanol: demineralizirana voda: TEA:. PITC= 7:1:1:1),
promijesano 1 ostavljeno na sobnoj temperaturi 20 min i nakon toga osuSeno. Ostatak je
otopljen u 300 pL reagensa (5 mM NapHPO4 : ACN = 95:5) i centrifugirano (7300 o/min, 20
min).

Alikvot od 10 pL je injektiran u HPLC sustav. Kromatografska analiza provedena
je na HPLC uredaju Agilent 1290 Series uz detekciju na diode array detektoru (254 nm).
Fenil izotiokarbamil derivati aminokiselina su odijeljeni pomoc¢u kolone Novapack C18 (300
x 3,9 cm) na 52 °C. Mobilna faza se sastojala od otapala (A): 0,07 M natrijev acetat podeSen
na pH 6,55 s ledenom octenom kiselinom koji je sadrzavao 2,5% ACN i otapalo (B): ACN:
voda: MeOH (45:40:15). Brzina protoka bila je 1 mL/min uz gradijent otapala prikazan u
tablici 2. Analiza je provedena u triplikatu.

Tablica 7. Gradijent udjela otapala mobilnih faza za analizu amino Kiselina

Vrijeme %A % B
0 100 0
13,5 97 3,0
16,5 96,1 3.1
19,0 96,5 35
21,0 95,5 4,5
40,0 67 33,0
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Vrijeme %A % B

50,0 60 40,0
60,0 40 60
61,0 0 100

Za potrebe kvanifikacije pomocu kalibracijske krivulje pripremljene su otopine standarda 21
aminokiseline u koncentraciji 1 mM u 0,1 M HCI, a dipeptida u koncentraciji 10 mM. Radne
otopine standarda pripremljene su pipetiranjem 50, 100, 300, 500 i 700 uL 1 mM otopine
standarda u odmjernu tikvicu volumena 1 mL uz dodatak 50 pL internog standarda nor-leucina
(1,31 mg/mL) i dopunjene do oznake s 0,01 M HCl-om. 300 pL svakog standarda (u triplikatu)
je deprotonizirano s 750 pL ACN, derivatizirano po metodi Bidlingmeyer i sur. (1987) i1

analizirano prema iznad opisanom postupku.

3.2.15. Odredivanje sastava masnih kiselina u prsutu
3.2.15.1. Priprema estera masnih kiselina

Analizi sastava masnih kiselina plinskom kromatografijom prethodilo je prevodenje masnih
kiselina u njihove metilne estere. Mast je dobivena ekstrakcijom metodom po Soxhletu (HRN
ISO 1443, 1999). Metilni esteri pripremljeni su iz ekstrahirane masti postupkom
transesterifikacije s kalijevim hidroksidom (HRN EN ISO 12966-2, 2017).

Odvagano je 60 mg = 10 mg uzorka masti u staklenu epruvetu i dodano 4 mL izooktana.
Nakon §to se uzorak masti potpuno otopio, dodano je 200 pL 2 M metanolne otopine KOH
(13,6 g KOH u 100 mL metanola) i snazno protreseno dva puta po 30 sekundi. Za neutralizaciju
otopini dodano je 1 g NaHSO4 x H>0 i ponovno snazno protreseno. Nakon $to su se kristali
slegnuli preneseno je 500 pL dobivene otopine uzorka u vial volumena 1,5 mL, dodano 1 mL

izooktana, zatvoreno i promuckano.

3.2.15.2. Analiza sastava masnih kiselina metodom plinske kromatografije

Sastav masnih kiselina je odredivan metodom plinske kromatografije (GC) (HRN EN 1SO
5508, 1999) na plinskom kromatografu Agilent Technologies 6890N Network GC
opremljenim s plamenoionizacijskim detektorom (FID) uz koriStenje kapilarne kolone DB-23
(60 m x 0,25 mm x 0,25 um). Za injektiranje uzoraka koriSten je autosampler TriPlus

(ThermoScientific, Augustin, TX, SAD).
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GC uvjeti:

. Koli¢ina injektiranog uzorka: 1 uL

. Temperatura kolone: programirana, 60°C do 220°C — 7 °C /min, zadrzava se 17 min
. Plin nosioc / protok plina nosioca: ~ Helij /1,5 mL/ min

. Temperatura injektora: 250°C

. Nacin rada: Split, 1:30

. Temperatura detektora: 280 °C

Masne Kiseline identificirane su usporedbom vremena zadrzavanja metilnih estera pojedine
masne kiseline s vremenima zadrzavanja metilnih estera standardne smjese 37 masnih kiselina
(F.A.M.E C4 — C24) poznatog sastava. Za obradu podataka koriSten je program Enhanced
ChemStation.

3.2.16. Odredivanje stupnja oksidacije masti

Stupanj oksidacije masnih kiselina u uzorcima misi¢a odreden metodom reaktivne tvari
tiobarbiturne kiseline (engl., Thiobarbituric acid reactive substance test, TBARS test) prema
Bruna i sur. (2001) s manjim preinakama. Temelji se reakciji sekundarnog produkta oksidacije
polinezasi¢enih masnih kiselina (MDA), s TBA pri ¢emu nastaje karakteristicno ruzicasto-
crveno obojenje koje se mjeri spektrofotometrijski pri 532-538 nm. Stupanj oksidacije masti
se definira kao TBA vrijednost i izrazava se kao mg MDA/kg uzorka (Dominguez i sur.,
2019a).

Odvagano je 5 g uzorka u Falcon tube i dodano 10 mg butiliranog hidroksitoluena
(BHT) i 20 mL 5%-tne otopine trikloroctene kiseline (TCA). Smjesa je homogenzirana i potom
centrifugirana (10 min, 12000 o/min pri 4 °C), a dobiveni supernatant profiltriran je preko filter
papira Whatman (n° 54). 4 ml filtrata pomijeSano je s 4 mL 0,02 M TBA te zagrijano na 100
°C u termobloku u trajanju od 1 h. Nakon navedene inkubacije, o€itana je absorbancija pri 532
nm na spektrofotometru.

Koncentracija malondialdehida (MDA) u uzorcima izrac¢unata je pomocu kalibracijske
krivulje pripremljene u koncentracijskom podru¢ju od 0,75-12,5 puM 1,1,3,3-
tetrametoxipropanola (TMP) u 5 %-tnoj otopini TCA, a rezultati izrazeni kao mg MDA/kg

uzorka miSi¢a prsuta.
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Racun je napravljen prema formuli:

mg MDA __

toumo—= UM MDA X M (MDA) x Ve [10]
mg MDA __

toumoria = MM MDA x 0,2888 [11]

gdje je:

UM MDA - umol MDA dobivenog mjerenjem apsorbancije u uzorku

M (MDA) — faktor konverzije pumol MDA/g u mg MDA/kg = 72 (prema molarnoj masi MDA
(72 g/mol))

Ve _volumen ekstrakta za kolorimetrijsku reakciju (u L) (4 mL = 0,004 L)

3.2.17. Odredivanje oksidacije proteina

Odredivanje oksidacije proteina provedeno je odredivanjem ukupnih proteinskih karbonila
DNPH metodom prema postupku opisanome u (Armenteros i sur., 2009).

Metoda se temelji na reakciji karbonila s DNPH ¢ime nastaje nastaje derivat 2,4-
dinitrofenilhidrazon, a koliCina nastalog hidrazina se mjeri spoktrofotometrijski. Koli¢ina
karbonila mjeri se pri 370 nm i izrazava kao nM karbonila/ mg proteina koriste¢i apsorbancijski
koeficijent za hidrazin (21,0 mM-1 cm-1) (Armenteros i sur., 2009). Koncentacija proteina
racuna se iz apsorbancije pri 280 nm koriste¢i BSA kao standard.

Odvagano je po 1 g uzorka miSi¢a prSuta u Falcon tube, dodano 10 ml pirofosfatnog
pufera (pH=7,4) (2 mM NasP207,10 mM Tris—Maleat, 100 mM KCI, 2 mM MgCl. and 2 mM
EGTA) i homogenizirano 30 s na Ultraturraxu. Uzeta su dva alikvota (0,1 mL) i razdijeljena u
Eppendorf tube od 2 mL, ¢ime su dobivene dvije frakcije uzoraka: jedna za kvantifikaciju
proteina, a druga za kvantifikaciju proteinskih karbonila. U tube je potom dodano po 1 mL 10
% TCA u svrhu precipitacije proteina i centrifugirano u mikrocentrifugi (10 000 o/min, 5 min).
Supernatanti dobiveni nakon centrifugiranja su baceni. U jednu frakciju taloga (,,peleta®)
dodano je 1 mL 2 M HCl-a (za kvantifikaciju proteina), a u drugu 1 mL 0.2% (w/v) DNPH u
2 M HCI-u (za kvantifikaciju karbonila) te ostavljeno 1 h na sobnoj temperaturi u mraku uz
mijeSanje svakih 15 min. Zatim je u sve tube dodano po 1 mL of 10% TCA, vorteksirano i

centrifugirano (10 000 o/min, 5 min). Supernatanti su odbaceni, a peleti tretirani s 1 mL of
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EtOH: EtAc (v/ v) (1:1), nakon ¢eg je uslijedilo centrifugiranje (10 000 o/min, 5 min) i
odbacivanje supernatanta (ovaj korak je ponovljen dva puta). Peleti su zatim tretirani s 1,5 mL
20 mM natrij fosfatnog pufera s 6 M gvanidin hidrokloridom (pH=6,5) i centrifugirani (10 000
o/min, 5 min). Koncentracija proteina mjerena je spektrofotometrijski pri 280 nm, a izraCunata
pomocu bazdarne krivulje konstruirane pomocu razli¢itih koncentracija BSA (0,2-2 mg/mL)
u 20 mM natrij fosfathom puferu s 6 M gvanidin hidrokloridom (pH=6,5). Koncentracija
karbonila odredena je mjerenjem apsorbancije pri 370 nm, a rezultati su izrazeni kao nmol

karbonila po mg proteina.

Koncentracija karbonila izracunata je prema formuli:

A=F*M*] [12]
gdje je:

A - apsorbancija pri 370 nm
| - debljina kivete koristene prilikom mjerenja apsorbancije (0,4 cm)
M - koncentracija karbonila

¢ - koeficijent adsorpcije proteina hidrazona (21,0 mM/cm)

3.2.18. Analiza profila hlapivih spojeva arome prSuta

Analiza hlapivih spojeva arome prsuta provedena je metodom prema Marusi¢ i sur., (2011).
Analiza se sastojala od koraka izolacije hlapivih spojeva metodom mikroekstrakcije na ¢vrstoj
fazi HS-SPME (engl., headspace solid-phase micro extraction) te njihove identifikacije na
plinskom kromatografu s masenom spektrometrijom (engl. gas-chromatography-mass
spectrometry, GC/MS).

3.2.18.1. Priprema uzoraka i HS-SPME ekstrakcija

HS-SPME je tehnika ekstrakcije analita iz vrSnih para u prostoru iznad uzorka (engl.
headspace) bez upotrebe otapala primjenom silicijskog vlakna dimenzije 1 cm x 100 pm
presvucenog odgovarajuéom stacionarnom fazom. Tijekom procesa mikroekstrakcije, analit
migrira izmedu ekstrakcijskog medija (vlakno) i matriksa uzorka (slika 21), odnosno dolazi do

selektivne adsorpcije analita u aktivni sloj vlakna i direktne desorpcije u injektoru
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kromatografa. Tijekom ekstrahiranja, uzorak se mijesa i inkubira pri odredenoj temperaturi
kako bi se postigla maksimalna u¢inkovitost SPME metode (Schmidt i Podmore, 2015).
Odvagano je 5 g uzorka, usitnjeno i homogenizirano uz dodatak 25 mL zasi¢ene otopine
NaCl-a (35,9 g NaCl-a otopljeno u 100 mL destilirane vode). 10 mL homogeniziranog uzorka
preneseno je u vial volumena 20 mL te je dodano 100 pL 4-metil-2-pentanola koncentracije
1,2 mg/kg (interni standard). U vial s uzorkom i internim standardom dodan je magneti¢ za
mijesanje i zatvoreno PTEF ¢epom. Prije ekstrakcije, SPME vlakno presvuceno sa 2 cm 50/30
um DVB/karboksen/PDMS kondicionirano je 2 min pri 240 °C. Pripremljeni uzorak postavljen
je u termoblok s mijesanjem temperature 50 °C, umetnuto je SPME vlakno, a ekstrakcija je

provedena 180 minuta pri 50 °C uz konstantno mijesanje.

Slika 21. Princip HS-SPME ekstrakcije (Schmidt i Podmore, 2015)

3.2.18.2. Analiza profila hlapivih spojeva arome prSuta GC/MS metodom

Nakon ekstrakcije, SPME vlakno je direktno prebaceno u injektor plinskog kromatografa
(6890N) uparenim s masenim spektrofotometrom (5973 Mass Selective Detector). Za analizu
je koristena kapilarna kolona DB-5MS 30 m x 0,25 mm, debljine filma 0,25.

GC/MS uvjeti:

. Plin nosioc / protok plina nosioca: Helij / 1,0 mL/min
. Temperatura injektora: 230 °C
. Nacin rada (mode): Splitless
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. Vrijeme desorpcije: 5 min

. Temperatura detektora: 250 °C
. Temperatura prijelazne linije (transfer line): 280 °C
. Temperaturni program: 40 °C, 10 min (izotermalni)

200 °C, 5 °C/min
250 °C, 20 °C/min

250 °C, 5 min
. Energija elektrona za ionizaciju molekula uzoraka: 70 eV
o Parametri masenog spektrometra: brzina o€itanja od 1 o€itanje/s (scan/s) u opsegu

razdvajanja mase i naboja (m/z) u rasponu od 30 — 550

3.2.18.3. ldentifikacija hlapivih spojeva arome

Pod istim kromatografskim uvjetima analizirana je i smjesa n-alkana C8—C20 (RiMix) u svrhu
raCunanja indeksa retencije (RI) detektiranih spojeva. Program Enhanced ChemStation
koriSten je za identifikaciju spojeva koriste¢i NIST 2005 bazu podataka (verzija 2,0) te
usporedbom dobivenih retencijskih vremena s vrijednostima u literaturi (Adams, 2001 i in-
house library). Kovats indeks (KI) je izracunat po metodi po Kovatsu (Kovats, 1965) i
usporeden sa vrijednostima u literaturi (Bermudez 1 sur., 2015; Petricevi¢ 1 sur., 2018;
Dominguez i sur., 2019b; Sirtori i sur., 2020). KI se koristi za pretvaranje vremena zadrzavanja

u konstante neovisne o sustavu, ¢ime se uvelike olakSava identifikacija hlapivih spojeva.

3.2.19. Senzorska analiza prSuta starosti 12 1 18 mjeseci

Senzorsko ocjenjivanje hrane obuhvaca sve metode za mjerenje, analizu 1 tumacenje reakcija
ljudi na svojstva hrane i materijala percepcijom okusa, mirisa, dodira, vida i sluha. Senzorska
analiza provodi se od strane senzorskog panela sastavljenog od treniranih ili netreniranih
ocjenjivaca, ovisno o vrsti testa i rezultata koje se zele dobiti (Chen i Opara, 2013).
Kvantitativna deskriptivna analiza (engl. Quantitative descriptive analysis, QDA)
predstavlja metodu senzorske analize prilikom koje ¢lanovi panela imaju zadatak utvrditi
postoji li odredeno pojedinacno svojstvo u ocjenjivanom namirnici/proizvodu te ukoliko
postoji, koliki je njegov intenzitet. Intenzitet senzorskog svojstva iskazuje se primjenom

razlicitih ljestvica (Lawless 1 Heyman, 2010).
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U vedini studija intenziteti analiziranih atributa se ocjenjuju pomocu skala, koje su
najcesce kategorijske ili linijske. Kategorijske skale sastoje se od ljestvice intenziteta, pri cemu
lijeva strana skale obi¢no odgovara najnizem intenzitetu (vrijednost 0 ili 1), a desna najvisSem
intenzitetu atributa (vrijednost 5, 7, 9, 10, 15, 100 ili vise) (Chen i Opara, 2013). Linijsko
skaliranje je Siroko primijenjena tehnika za skaliranje intenziteta i ukljucuje izradu oznake ili
crte na liniji odredene duljine kako bi se naznacio intenzitet odredenog atributa. Odgovor se
biljezi kao udaljenost oznake s jednog kraja ljestvice, a kraj od kojeg se racuna oznacavanje
obi¢no oznacava najnizi intenzitet nekog svojstva (Lawless i Heyman, 2010).

Senzorska analiza priuta starosti 12 i 18 mjeseci provedena je u prostorijama Hrvatskog
veterinarskog instituta-podruznica Split (Polji¢ka cesta 33, Split) od strane treniranog
senzorskog panela (8 ocjenjiva¢a) procjenom senzorskih svojstava prsuta koristeci
nestrukturiranu linijsku skalu (Benedini i sur., 2012). Panelisti su odabrani prema postupku
opisanome u Guerrero i sur. (2005), obuceni prema postupcima ISO standarda (ISO 8586-2,
2008, ISO 11132, 2012) (Petricevic, 2018).

Svaki uzorak se sastojao od dva nareska 1,5 mm debljine, dobivenih pomocu
elektri¢énog aparata za rezanje nekoliko minuta prije pocCetka testiranja. Svi prSuti su ocijenjeni
iz nareska izrezanog s istog anatomskog podrucja. Panel je bio upucen na procjenu BF 1 SM.
Uzorak za teksturu je savijen po njegovoj poprecnoj osi (slika 20) te su procijenjena svojstva

teksture (Guerrero i sur., 2005).

M.Semimembranosus

M.Biceps femoris
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M. Biceps femoris

M Semimembranosus

‘-l?a

Slika 22. Odvajanje miSi¢a BF i SM prije senzorne procjene i prethodna priprema misi¢a prije

ocjene atributa teksture (Guerrero i sur., 2005)

Uzorci su kodirani troznamenkastom $ifrom i prezentirani pri sobnoj temperaturi (20-22 °C).
Panel je ocjenjivao cijelu krisSku prSuta ukljucujuéi i 1 cm potkoznog masnog tkiva. Svako
svojstvo je ocjenjivano na nestrukturiranoj linijskoj skali 0-10 cm intenziteta (0 = potpuni
izostanak svojstva, 10 = maksimalna percepcija svojstva), na cijelom naresku prsuta

ukljucujuéi 1 cm potkoznog masnog tkiva (Buscailhon i sur., 1994a; Petri¢evic, 2018).
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Panel sastavljen od devet ¢lanova proveo je 10 sjednica, ukupno 20 uzoraka (4 uzorka po
sjednici, slu¢ajnim odabirom uz 1 kontrolni uzorak). Ponovljivost ocjenjivanja provjerena je
kontrolnim uzorkom u svakoj sjednici. Uzorci su kodirani su predstavljeni ocjenjivac¢ima
uzimajudi u obzir balansiranje prvog reda i u¢inaka prijenosa (MacFie i sur., 1989, Petricevic,
2018). Ocjenjen je: intenzitet mirisa, percepcija mirisa (po mesu, dimljenome, zacinjenom,
biljnom i biokemijskom (pljesnivo, vinsko, uzeglo, trulo), intenzitet boje misi¢nog i masnog
tkiva, ujednacenost boje, percepcija izgleda (koli¢ina intramuskularne masti (mramoriranost),
vlaznost povrsine, i pokrivenost kristalima tirozina), percepcija okusa (slano, slatko, umami,

kiselo, gorko), tekstura (tvrdocu i topivost) (slika 21).
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PERCEPCIJA MIRISA I OKUSA

| 0 I BLAGO SREDNJE INTEZIVNO 100mm l

=

Intezitet mirisa |

Podcrtati dominatne percepcije

Po mesu | I::)
(svjeze meso-kiselo meso-sudeno meso-mast-ostalo)

Dimljen | =
(dimljeno-izgoreno: meso na rostilju, pepeo, ugljen, dim, zapaljena guma)

Zacinjeno |
(papar- ¢es$njak-muskatni ora$¢ic¢-klin¢i¢-cimet-crvena papricica-ostalo)

Biljno
(svjeze bilje-kuhano-suho bilje-mahovina)

Biokemijsko | o)
(zcmlja-pljcsnji\'o-fcrmcntirano: sir, maslac, octena kiselina, vinsko-amonijak-uzeglo-melasa:

trulo jaje, luk- mesni bujon-crijeva-koza-metalan-ostalo)

PERCEPCIJA BOJE

Intezitet boje | ':5

misi¢nog tkiva Ruzicasta tamno crvena

Intezitet boje | C>
masnog tkiva Zuta Bijela

Ujednacenost boje |

PERCEPCIJA IZGLEDA

Mramorirano |

prisutnost intramuskularne masnoce
Vlaznost povrsine |

a4 g

razina vidljive vlaznosti (sjaja) na povrini fete
Kristali tirozina | =
<3 kristala iznad 10 kristala
PERCEPCIJA OKUSA
Slano |
Slatko I

Umami (ukusno) |

Kiselo |

4 g oo

Gorko |

PERCEPCIJA TEKSTURE
Mekan Tvrd
Tvrdoca | ':;

Topivost | '23

Razina topivosti tijekom zvakanja vrlo brza

Ime ocjenjivaca: Sifra uzorka:

Sjednica br. Datum:

Napomene:

Slika 23. Ocjenjivacki listi¢ za prSut (Hrvatski veterinarski institut, 2015)



3.2.20. Statisticka obrada podataka

Prije statisticke obrade, rezultati dobiveni u istrazivanjima su pripremljeni u programu
Microsoft Office Excel 365. Izmjereni rezultati izrazeni su kao srednja vrijednost + standardna
pogreska. Statisticka obrada podataka provedena je primjenom programa SPSS Statistica 17.0
(StatSoft Inc, Tulsa, Oklahoma, SAD). Svi testovi provedeni su pri razini statisticke znac¢ajnosti
od 0,05.

Prilikom obrade podataka koriStene su metode:
e deskriptivne statistike
e jednosmjerna analiza varijance (one-way ANOVA) u kombinaciji s post-hoc Tukey
Honest Significant Difference testom (Tukey HSD)
e Studentov t-test

e Pearsonov korelacijski test

Prije statisti¢ke obrade podataka proveden je Kolmogorov-Smirnovljev test (KS test) u svrhu
testiranja normalnosti distribucije podataka. Budu¢i da je KS testom utvrdena normalna
distribucija podataka, zadovoljeni su uvjeti za provodenje parametrijske metode statisticke
analize (ANOVA testa).

U svrhu utvrdivanja znacajnih razlika u analiziranim parametrima izmedu faza
proizvodnje, podaci su statisticki analizirani one-way ANOVOM. U sluc¢aju kad su rezultati
ANOVA testa pokazali statisticki znacajnu razliku (p<0,05) izmedu istrazivanih grupa (faza
proizvodnje) proveden je post-hoc Tukey HSD test. Studentov t-test (p<0,05) proveden u svrhu
ispitivanja razlika u analiziranim parametrima izmedu istrazivanih miSica u istoj fazi
proizvodnje. Pearsonov korelacijski test (p<0,05) proveden je u svrhu karakterizacije odnosa
izmedu proteolitickih, lipoliti¢kih, oksidacijskih procesa i odabranih parametara senzorske

kvalitete.

93



4. REZULTATI



Sukladno ciljevima disertacije, tijekom Sest faza proizvodnje dimljenoga prsuta provedena su

sljedeca istrazivanja:

a) Odredivanje fizikalno-kemijskih parametara (instrumentalno odredivanje boje i
teksture, osnovni kemijski sastav, pH i aw vrijednost)

b) Odredivanje proteolitickih promjena (odredivanje indeksa proteolize dvjema
metodama, sastav proteina, aminokiselina i dipeptida)

¢) Odredivanje sastava masnih kiselina

d) Odredivanje oksidacije masti i proteina

e) Odredivanje profila hlapivih spojeva arome

f) Senzorska analiza prSuta nakon faze zrenja (12 mjeseci starosti) i produljenog zrenja
(18 mjeseci starosti)

g) Pearsonova analiza korelacije u svrhu odredivanja meduovisnosti izmedu fizikalno-
kemijskih, proteolitickih, lipolitickih 1 oksidacijskih promjena i odabranih parametara

senzorske kvalitete

4.1. Fizikalno-kemijski parametri tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

U ovom poglavlju prikazani su rezultati odredivanja fizikalno-kemijskih parametara tijekom
proizvodnje dimljenoga prsuta (instrumentalno odredivanje boje 1 teksture, osnovni kemijski
sastav, pH i aw vrijednosti). Rezultati su prikazani tablicama 8-10. Rezultati odredivanja
fizikalno-kemijskih parametara do faze zrenja (prvih pet faza proizvodnje) prikazani u ovom
poglavlju objavljeni su u radu Marusi¢ Radov¢ié i sur. (2021).

4.1.1. Rezultati instrumentalnog odredivanja boje i teksture tijekom proizvodnje dimljenoga

prSuta
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Tablica 8. Rezultati instrumentalnog odredivanja boje tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta (srednja vrijednost = standardna pogreska)

Parametar L ) o - i Produljeno
Misi¢ Sirovi butovi Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje i
odredivanja boje zrenje

L BF 54,02+0,48° 51,55+0,18*' | 53,53+0,27°! | 54,31+0,47%' | 52,06+0,40%? 51,71+0,4222

SM 54,41+0,75° 48,21+0,21%2 | 49,98+0,57*2 | 49,88+0,41°% | 47,83+0,34%! 46,52+0,15%1

o BF 2,960,182 1,95+0,112 1,88+0,142 1,86+0,16%2 2,98+0,18"2 3,83+0,07%2

SM 1,77+0,09%1 1,84+0,13% 1,76+0,14% 1,38+0,09%1 2,25+0,28"* 2,01+0,11%1

o BF 8,30+0,37¢ 8,32+0,19° 3,74%0,20%* 4,20+0,09%* 5,28+0,19"2 5,39+0,17"2

SM 8,20+0,39° 8,21+0,14° 3,26+0,1222 3,41+0,0822 4,47+0,16"* 3,960,111

Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka misi¢a BF i SM (n=10) nakon svake faze proizvodnje. BF- m. biceps femoris, SM- m. semimembranosus,
¢ Razli¢ita slova oznacavaju statisticki zna¢ajnu razliku izmedu faza proizvodnje (p<0,05; Tukey HSD test) (razlike izmedu faza proizvodnje) 12 razli¢ite brojke oznacavaju statisti¢ki znacajnu
razliku izmedu misi¢a u istoj fazi proizvodnje (Studentov t-test; p<0,05) (razlike izmedu misi¢a u istoj fazi proizvodnje)
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Tablica 9. Rezultati instrumentalnog odredivanje teksture tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta (srednja vrijednost = standardna pogreska)

Parametar o ) . - ) Produljeno
Misié Sirovi butovi Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje _
teksture zrenje
Tvrdoca BF 89,78+3,50° 93,81+1,71%¢ 105,30+5,68° 02,08+1,74b¢1 58,00+3,0921 66,37+2,33%1
(N) SM 82,2142 252 08,24+1,31° 114,72+45,15°¢ 121,04+2,08¢2 82,62+2,0522 115,63+2,43%2
Adhezivna BF -0,41+0,02¢ -0,83+0,02°2 -1,33+0,06%1 -0,79+0,04° -0,88+0,02°2 -0,61+0,02¢2
sila (N) SM -0,47+0,05¢ -0,92+0,0421 -0,97+0,0122 -0,73+0,01° -1,03+0,04%1 -0,95+0,0421
Adhezivnost BF 0,94+0,07¢ 0,83+0,12¢2 0,77+0,040¢2 0,59+0,06202 0,45+0,0422 0,50+0,0222
(Nmm) SM 0,89+0,02¢ 0,62+0,04°%1 0,58+0,02¢1 0,43+0,011 0,34+0,0221 0,41+0,0320:1
<ohes BF 0,50+0,02¢1 0,49+0,02%¢ 0,46+0,01°%2 0,43+0,01% 0,38+0,0122 0,45+0,01°%2
ohezivnost
SM 0,59+0,02¢2 0,53+0,01¢ 0,42+0,01¢1 0,40+0,01b¢ 0,33+0,0121 0,38+0,011
Elasti¢nost BF 0,80+0,08° 0,850,012 0,91+0,0252 0,56+0,0122 0,45+0,0122 0,48+0,012
(mm) SM 0,75+0,01°¢ 0,81+0,0191 0,83+0,01%1 0,41+0,0121 0,40+0,0121 0,51+0,02°
. N BF 45,50+1,43¢ 47,48+1,18° 51,89+0,49%1 43,85+0,52¢1 23,37+0,9921 34,92+1,0001
umenost
SM 42,35+1,242 50,41+3,09° 56,51+2,020¢2 63,53+0,76°2 40,1942 4522 76,54+0,6192
Zvakljivost BF 54,75+1,73¢ 61,43+1,37%1 69,49+1,18%1 59,61+1,29¢d1 29,87+1,23%1 41,87+1,05>1
(Nmm)
SM 58,21+1,45° 64,82+0,31¢2 72,82+0,85%2 79,98+1,00%2 52,69+0,5922 77,92+0,81%7
Prijelom BF 62,57+2,66° 69,82+2,63¢ 78,69+0,91%1 67,72+1,32¢1 33,71+2,1921 47,29+1,17°1
(N) SM 66,37+1,472% 73,77+2,04%¢ 82,30+0,82¢4:2 91,80+1,69°2 60,49+2,9622 88,74+3,21%2
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Parametar

. ) e e ) Produljeno
Misié Sirovi butovi Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje j

teksture zrenje
o BF 0,40+0,0221 0,42+0,022 0,36+0,0221 0,54+0,03¢2 0,43+0,012 0,50+0,020¢

tpornost

SM 0,47+0,02202 0,47+0,022 0,50+0,02b2 0,47+0,01201 0,40+0,022 0,51+0,02°
Vlaknastost BF 2,03+0,18? 5,12+0,21°¢ 5,19+0,36%2 3,29+0,1002 1,95+0,082 6,54+0,36¢°
(mm) SM 2,63+0,472 4,33+0,47° 3,11+0,17801 2,51+0,10%1 1,78+0,102 6,74+0,28°

Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka misi¢a BF i SM (n=10) nakon svake faze proizvodnje. BF- m. biceps femoris, SM- m. semimembranosus,*

¢ Razli¢ita slova oznacavaju statisticki zna¢ajnu razliku izmedu faza proizvodnje (p<0,05; Tukey HSD test) (razlike izmedu faza proizvodnje) 12 razlicite brojke oznaGavaju statisti¢ki znacajnu

razliku izmedu misica u istoj fazi proizvodnje (Studentov t-test; p<0,05) (razlike izmedu miSica u istoj fazi proizvodnje)



4.1.2. Rezultati odredivanja fizikalno-kemijskih parametara tijekom proizvodnje dimljenoga

prsuta
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Tablica 10. Rezultati odredivanja fizikalno-kemijskih parametara tijekom proizvodnje dimljenoga prSuta (srednja

vrijednost + standardna

pogreska)
Parametar | Misi¢ Sirovi butovi Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje Produljeno zrenje

Voda BF 74,82+0,12° 72,33+0,37%2 68,93+0,85°2 63,410,552 56,78+0,30*2 49,170,662
(%) SM 74,42+0,22° 64,12+0,36%1 63,79+0,29%! 59,210,531 42 540,75 34,750,882
Mast BF 5,54+0,54° 5,05+0,19%1 2,57+0,18%! 5,380,441 12,450,455 15,70+1,07¢
(%stv®) | SM | 600+0,44° 5,720,232 | 555+0,25%2 | 11,024071°2 | 14,86+0,35°2 17,21+0,88°
Proteini BF 88,190,917 87,111,602 78,20%0,82° 70,351,232 69,161,221 47,33+0,83*!
(%stv) | SM | gop54+1,128 | 7596+0,89%1 | 70,82+1,76" | 78,26+0,92°2 | 74,720,72¢2 62,40+1,74%2
Pepeo BF 4,37+0,112 8,24+0,35%1 13,44+0,32%1 17,680,359 19,33+0,48°2 20,61+0,52°2
(%s.tv.) SM 4,21+0,08¢ 18,97+0,52P2 18,21+0,35%2 18,360,232 12,91+0,36%* 12,10+0,60°1
NaCl BF 0,20+0,00%2 4,87+0,4401 12,47+0,20%* 15,06+0,3291 17,550,502 16,64+0,2582
(% s.tv.) SM 0,18+0,00%* 16,780,612 | 16,39+0,27"2 16,29+0,52¢2 11,20+0,35%! 9 87+0 4801

a BF 0,97+0,00° 0,97+0,00%2 0,96+0,00%2 0,93+0,0072 0,88+0,00%2 0,81+0,012

SM 0,96+0,00° 0,90+0,01°1 0,93+0,00%1 0,91+0,00%! 0,86+0,00%* 0,800,012

oH BF 5,83+0,05 5,74+0,06 6,02+0,31 5,65+0,02 5,93+0,03 5,99+0,12

SM 5,78+0,10P 5,74+0,04° 5,640,043 5,51+0,072 5,99+0,02° 6,07+0,07¢

00T

Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka misi¢a BF i SM (n=10) nakon svake faze proizvodnje. BF- m. biceps femoris, SM- m. semimembranosus,
¢ Razligita slova oznadavaju statisticki zna¢ajnu razliku izmedu faza proizvodnje (p<0,05; Tukey HSD test). 12 razligite brojke oznacavaju statisticki zna¢ajnu razliku izmedu misiéa u istoj fazi
proizvodnje (Studentov t-test; p<0,05) * % suhe tvari (% s.tv.)



4.2. Proteoliticke i lipoliticke promjene tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

U ovom poglavlju prikazani su rezultati odredivanja proteolitiCkih promjena (odredivanje
indeksa proteolize: (i) standardnom metodom (NPN/N) i (ii) metodom s Cd-ninhidrinom,
sastava proteina, aminokiselina i dipeptida) i lipolitickih promjena (sastav masnih kiselina)
tijekom proizvodnje dimljenoga prSuta. Rezultati su prikazani slikama 24-26 i tablicama 11-
14. Rezultati odredivanja proteolitickih i lipoliti¢kih promjena do faze zrenja (prvih pet faza
proizvodnje) prikazani u ovom poglavlju objavljeni su u radovima (Poljanec i sur., 2021a,b;

Marusi¢ Radov¢ic i sur., 2021).
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4.2.1. Rezultati odredivanja indeksa proteolize tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta
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Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka misi¢a BF i SM (n=10) nakon svake faze proizvodnje. BF- m. biceps femoris, SM- m. semimembranosus,
¢ Razlitita slova oznadavaju statisticki znacajnu razliku izmedu faza proizvodnje (p<0,05; Tukey HSD test) (razlike izmedu faza proizvodnje) 1 razliite brojke oznadavaju statisti¢ki znacajnu

razliku izmedu misSica u istoj fazi proizvodnje (Studentov t-test; p<0,05) (razlike izmedu misica u istoj fazi proizvodnje)

Slika 24 . Rezultati odredivanja indeksa proteolize (NPN/N) (srednja vrijednost + standardna pogreska)
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Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka misi¢a BF i SM (n=10) nakon svake faze proizvodnje. BF- m. biceps femoris, SM- m. semimembranosus,
¢ Razligita slova oznadavaju statisticki zna¢ajnu razliku izmedu faza proizvodnje (p<0,05; Tukey HSD test) (razlike izmedu faza proizvodnje) 1 razliite brojke oznadavaju statisticki znacajnu

razliku izmedu misica u istoj fazi proizvodnje (Studentov t-test; p<0,05) (razlike izmedu miSica u istoj fazi proizvodnje)

Slika 25 . Rezultati odredivanja indeksa proteolize metodom s Cd-ninhidrinom (srednja vrijednost + standardna pogreska)
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4.2.2. Rezultati odredivanja sastava proteina tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

4.2.2.1. Profil sarkoplazmatskih proteina tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

Tablica 11. Relativni intenziteti sarkoplazmatskih proteina tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta (srednja vrijednost + standardna pogreska)

Proteinska vrpca* (EADV:) Misié | Sirovi butovi Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje Produljeno zrenje
Vrpca 1275 BF | 0,06+0,00° | 0,23+0,00°2 | 0,27+0,02°! | 0,28+0,06%% |0,13+0,04%2 0,030,00*2
127,5 kDa SM 0,05+0,01* | 0,12+0,01*! | 0,35+0,01%? | 0,15+0,01°' | 0,03+0,01%1 0,01+0,00%*
Vrpca 1146 BF | 0,18+0,00°? | 0,13+0,01%? | 0,06+0,01° | 0,03x0,00® | 0,01+0,00% 0,00+0,00
114,6 kDa SM | 0,07#0,01%* | 0,04+0,01°! | 0,03+0,01° | 0,03+0,01° | 0,00+0,00 0,000,007
Vrpca 108.7 BF | 0,00£0,00° | 0,100,022 | 0,08+0,02°? | 0,18+0,01°? | 0,16+0,01% 0,05+0,012>2
108,7 kDa SM 0,00£0,00® | 0,05+0,01°! | 0,05+0,01°! | 0,10+0,01°! | 0,04+0,01°* 0,02+0,001
BF | 0,59+0,00%! | 0,25+0,02°° | 0,24+0,02°? | 0,28+0,01°% | 0,18+0,01°2 0,08+0,021
Fosforilaza B 97,0

SM | 0,77#0,03%> | 0,25x0,02° | 0,08+0,01%! | 0,07+0,01*' | 0,04+0,01%! 0,11%0,0222

Vrpca 034 BF | 0,00+0,00° | 0,00£0,00° | 0,00£0,00* | 0,00£0,00° | 0,10+0,01° 0,12+0,01°

93,4 kDa ’ SM | 0,00£0,000 | 0,00+0,00® | 0,00+0,00° | 0,000,007 0,07+0,01 0,11%0,01°
Fosfofrukto BF | 0,05+0,00° | 0,02+0,01* | 0,07£0,01*' | 0,19+0,01°2 | 0,06%0,03 0,29+0,02c,2
kinaza 538 SM | 0,01+0,01* | 0,090,032 | 0,15+0,02%? | 0,10+0,01°! | 0,06+0,01% 0,12+0,01%%*
Vrpca 75,3 kDa 753 | BF | 0,07+0,00° | 0,05+0,01® | 0,03+0,00a,1 | 0,06+0,01® | 0,01+0,01? 0,25+0,00c,1




SOt

MW

Proteinska vrpca* (kDa) Misi¢ | Sirovi butovi Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje Produljeno zrenje
a
SM 0,03+0,012 0,03+0,01* | 0,08+0,00°2 | 0,04+0,01? 0,02+0,012 0,10+0,02°2
BF | 0,35+0,00%% | 0,33+0,02%? | 0,13+0,03° | 0,05+0,01*! | 0,00+0,00%! 0,26+0,01¢2
Vrpca 69,9 kDa 69,9
SM | 0,11+0,023¢1 | 0,13+0,01°1 | 0,08+0,02% | 0,19+0,03%2 | 0,04+0,01%2 0,12+0,01¢1
_ _ BF 0,73+0,00° | 0,64+0,02°% | 0,70+0,11°¢ 0,86+0,02¢ | 0,37+0,03%! 0,24+0,02%1
Piruvat kinaza 64,1
SM 0,72+0,04¢ | 0,77+0,03°2 | 0,77+0,08" 0,87+0,04° | 0,47+0,03%2 0,66+0,03%2
Fosfoglukoza 503 BF 0,49+0,01¢ | 0,37+0,10° | 0,18+0,012! | 0,160,013 | 0,12+0,01% 0,00+0,00°
izomeraza ’ SM 0,56+0,01¢ 0,45+0,01¢ | 0,26+0,02%% | 0,28+0,01%2 | 0,11+0,00° 0,05+0,012
ol 46.0 BF 1,06+0,01¢ 0,93+0,03° | 0,85+0,08" | 0,86+0,03°“? | 0,43+0,07"2 0,00+0,00%1
nolaza )
SM 0,97+0,02% 0,85+0,04° 1,01+0,07¢ | 0,23+0,02%1 | 0,35+0,02°! 0,08+0,0122
Vrpca 450 BF 0,00+0,002 0,00+0,00* | 0,16+0,01%2 | 0,26+0,10°2 | 0,34+0,01%! 0,73+0,05¢
45,0 kDa ' SM 0,00+0,00? 0,00+0,00* | 0,00+0,00*! | 0,00+0,00>! | 0,54+0,03%2 0,71+0,03¢
Fosfat kreatin 430 BF 1,86+0,01¢ 1,16+0,17° | 0,97+0,05°° | 0,58+0,03! | 0,00+0,00? 0,00+0,00?
kinaza ’ SM 1,91+0,07¢ 0,95+0,01° 0,80+0,07° | 0,86+0,02°2 | 0,00+0,002 0,00+0,00?
BF | 0,83+0,00®! | 1,06+0,13° 0,84+0,03° 0,23+0,062 0,00+0,00? 0,02+0,01%2
Aldolaza 41,7
SM | 0,90+0,01%? | 0,83+0,04¢ 0,80+0,04°¢ 0,32+0,02° 0,00+0,00? 0,00+0,0021
Vrpca 204 BF 0,05+0,00? 0,04+0,01% | 0,21+0,01%1 | 0,23+0,05%! | 0,37+0,12°1 0,57+0,01%1
39,4 kDa ’ SM 0,00+0,002 0,04+0,01% | 0,35+0,042 | 0,63+0,04%2 | 0,89+0,08%2 0,91+0,01%2
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MW

Proteinska vrpca* (kDa) Misi¢ | Sirovi butovi Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje Produljeno zrenje
a
Gliceraldehid BE | 1,05+0,02° | 0,09+0,02% | 0,13+0,05® | 0,15+0,07% | 0,16+0,01%?2 0,110,012
fosfat 36,7
d b bc c a,l c,2
dehidrogenaza SM 1,25+0,03 0,11+0,01 0,13+0,01 0,20+0,03 0,03+0,01 0,19+0,01
Vrpca a4 BF | 0,24+0,00°! | 0,36+0,04° | 0,35+0,01¢! | 0,20+0,02°! | 0,18+0,01°1 0,07+0,0121
34,9 kDa ' SM | 0,48+0,03°¢2 | 0,20+0,012 | 0,62+0,03%2 | 0,76+0,04%2 | 0,58+0,062 0,34+0,02202
_ BF | 0,72+0,1°*! | 0,86+0,12¢ | 0,77+0,06 | 0,68+0,09%%! | 0,44+0,06%"! 0,31+0,02%1
Fosfoglicerat mutaza | 29,9
SM 1,19+0,06%2 | 0,99+0,05° 0,90+0,05¢ 0,91+0,04%2 | 0,67+0,03"2 0,44+0,0322
Trioza fosfat 261 BF 0,30+0,00° | 0,26+0,01! | 0,15+0,01*! | 0,17+0,01*! | 0,19+0,012 0,21+0,0120:1
izomeraza ' SM 0,31+0,02°¢ | 0,33+0,01°%2 | 0,27+0,02°2 | 0,34+0,01°2 | 0,13+0,01? 0,39+0,0192
Vrpca - BF 0,10+0,00°2 | 0,08+0,01°° | 0,07+0,01°° | 0,06+0,01°° | 0,03+0,01% 0,00+0,00?
25,6 kDa ' SM 0,05+0,01°* | 0,05+0,01° 0,06+0,01P 0,07+0,01° 0,01+0,002 0,00+0,002
Vrpca o1 BF 0,00+0,00? 0,00+0,00® | 0,03+0,01°! | 0,09+0,01°%! | 0,06+0,01¢* 0,13+0,0191
21,6 kDa ’ SM 0,00+0,00? 0,00+0,00® | 0,08+0,01°2 | 0,16+0,01°2 | 0,10+0,01¢2 0,19+0,00P2
Vrpca 20 BF 0,00+0,00? 0,00+0,002 | 0,02+0,01% | 0,06+0,02°! | 0,03+0,00% 0,10+0,01¢2
20,6 kDa ' SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,03+0,01° | 0,00+0,00%' | 0,01+0,002 0,00+0,0021
BF 0,36+0,00°! | 0,32+0,01¢ | 0,09+0,00°! | 0,04+0,01' | 0,01+0,002 0,01+0,00?
Mioglobin 18,5
SM | 0,41+0,02°2 | 0,35+0,04° | 0,11+0,00°2 | 0,17+0,01°2 | 0,00+0,002 0,01+0,002
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MW

Proteinska vrpca* (kDa) Misi¢ | Sirovi butovi Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje Produljeno zrenje
a
Vrpca 153 BF 0,06+0,00% 0,04+0,01% | 0,03+0,01®' | 0,12+0,05"1 0,02+0,012 0,00+0,00%*
15,3 kDa ' SM 0,050,012 0,04+0,01% | 0,13+0,00°? | 0,29+0,01¢2 0,04+0,01° 0,04+0,01%2

Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka misi¢a BF i SM (n=10) nakon svake faze proizvodnje. BF- m. biceps femoris, SM- m. semimembranosus,,

MW-molekulska masa u kDa, #¢ Razli¢ita slova oznadavaju statisti¢ki zna¢ajnu razliku izmedu faza proizvodnje (p<0,05; Tukey HSD test) (razlike izmedu faza proizvodnje) 1 razligite brojke

oznadavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu misica u istoj fazi proizvodnje (Studentov t-test; p<0,05) (razlike izmedu miSica u istoj fazi proizvodnje) * Imenovanje dobivenih proteinskih vrpci

provedeno je temeljem usporedbe MW dobivenih vrpci s imenima i MW proteina iz literature (Larrea i sur, 2006; Théron i sur, 2011; Bermudez i sur, 2014b).
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4.2.2.2. Profil miofibrilarnih proteina tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

Tablica 12. Relativni intenziteti miofibrilarnih proteina tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta (srednja vrijednost & standardna pogreska)

Proteinska vrpca* (IEA[;/:) Misié | Sirovi butovi Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje Produljeno zrenje
Vrpca 1300 BF | 1,60+0,04%2 | 1,73+0,05%% | 1,66+0,01%? | 1,89+0,02%? | 0,65+0,04"? 0,10+0,00°
130 kDa SM | 1,22#0,01%* | 1,51x0,02%* | 1,05+0,02%! | 0,66+0,02%! | 0,460,04"* 0,110,012
Teski meromiogin | 113.0 BF | 0,45+0,01°2 | 0,32+0,01® | 0,35+0,02%! | 0,76+0,00°? | 1,45+0,10%2 0,22+0,02°
SM | 0,15+0,02*' | 0,33+0,01" | 0,44+0,03°? | 0,61+0,04%! | 1,18+0,05%! 0,24+0,02%
N BF | 0,470,032 | 0,67+0,04°% | 0,41+0,02°2 | 0,46+0,07°? | 0,08+0,01%* 0,09+0,00*!
-akdinin il SM | 0,11+0,01°! | 0,16+0,01°*! | 0,14+0,01°°! | 0,07+0,01*! | 0,130,012 0,19+0,02¢2
Vrpca o1 1 BF 0,00+0,00* | 0,000,007 0,00+0,00 0,00£0,00* | 0,41+0,16" 0,130,00*2
91,1 kDa SM | 0,00£0,00* | 0,00+0,00 0,00+0,00? 0,00£0,00* | 0,52+0,01° 0,11%0,01P*
Vrpca 68,9 BF 0,08+0,00* | 0,06x0,02*! | 0,11+0,04° 0,07+0,03* | 0,08+0,00° 0,530,002
88,9 kDa SM | 0,10%0,01* | 0,110,002 | 0,08+0,01? 0,07£0,01* | 0,09+0,012 0,41+0,03%1
Vrpca 123 BF 0,00+0,00* | 0,000,007 0,00+0,00? 0,00£0,00* | 0,05+0,01%* 0,57+0,02°*
72,3 kDa SM | 0,00£0,00* | 0,00+0,00% 0,00+0,00 0,00£0,00* | 0,09+0,01%? 0,680,012
Vrpca 65 8 BF 0,13+0,00° | 0,18+0,02! | 0,22+0,01®* | 0,28+0,03°* | 0,41+0,04%! 0,630,009
65,8 kDa SM | 0,180,038 | 0,22#0,01*2 | 0,39+0,01°? | 0,37+0,01°2 | 0,61+0,03%2 0,460,031
Aktin 432 | BF | 1,93+0,04%2 | 1,69+0,02¢ | 1,97+0,07%? | 1,31+0,05°' | 1,08+0,02°! 0,88+0,05
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MW

Proteinska vrpca* (kDa) Misi¢ | Sirovi butovi Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje Produljeno zrenje

a

SM | 1,53+0,02%¢1 | 1 .64+0,01¢ 1,49+0,05%1 | 1,41+0,02%€2 | 1 23+0,02"2 0,93+0,012

Vrpca 400 BF 0,37+0,01>2 | 0,28+0,00%2 | 0,46+0,02°2 | 0,93+0,0292 | 1,24+0,03%1 0,28+0,002

40,0 kDa ’ SM | 0,12+0,01%>% | 0,19+0,02°>! | 0,09+0,01' | 0,86+0,0291 | 1,43+0,02%2 0,27+0,01°¢

o BF 0,32+0,0222 | 0,38+0,11*%2 | 0,43+0,06%2 0,96+0,09° 1,09+0,14°1 0,21+0,0022
Tropomiozin 37,2

SM 0,21+0,011 | 0,28+0,012* | 0,24+0,0121 0,87+0,10° 1,51+0,02%2 0,14+0,0181

Vrpca a1g BF 0,04+0,01* | 0,07+0,022%1 | 0,08+0,02%¢1 | 0,07+0,01%1 | 0,11+0,00°! 0,13+0,02¢

31,8 kDa ’ SM 0,02+0,012 0,12+0,01°2 | 0,14+0,01°2 | 0,11+0,01°2 | 0,21+0,01%2 0,15+0,01°

Vrpca 281 BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,002 0,08+0,0001 0,14+0,02¢

28,1 kDa ’ SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,002 0,24+0,01¢2 0,10+0,02°

MLC 1 - BF 0,48+0,01%% | 0,43+0,0192 0,22+0,10° 0,18+0,01P?2 0,01+0,012 0,00+0,002

’ SM 0,26+0,03°1 | 0,32+0,02¢1 0,28+0,03¢ 0,12+0,0101 0,00+0,002 0,00+0,002

_ BF 0,19+0,04°2 0,07+0,03? 0,02+0,022 0,00+0,002 0,00+0,002 0,00+0,002
Troponin | 25,4

SM 0,10+0,00°1 0,04+0,01P 0,00+0,00? 0,00+0,002 0,00+0,002 0,00+0,002

_ BF 0,05+0,012 | 0,06+0,00%*1 | 0,06+0,002! 0,11+0,01° 0,05+0,0221 0,03+0,0021
Troponin C 21,8

SM 0,07+0,012 0,12+0,01°2 | 0,11+0,01°?2 0,12+0,01° 0,29+0,01¢2 0,18+0,010?2

VLG 2 207 BF 0,34+0,012 | 0,41+0,02%2 | 0,22+0,01°2 | 0,18+0,01°2 0,00+0,002 0,00+0,002

’ SM 0,19+0,01! | 0,28+0,02%1 | 0,13+0,02°! | 0,00+0,00®! | 0,01+0,002! 0,00+0,002




MW
Proteinska vrpca* (kDa) Misi¢ | Sirovi butovi Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje Produljeno zrenje
a
Vrpca 174 BF 0,04+0,01°2 | 0,03+0,0122 0,01+0,012 0,02+0,012° | 0,02+0,012 0,00+0,002
17,4 kDa ’ SM 0,00+0,00%1 | 0,00+0,00%1 0,00+0,00? 0,01+0,002 0,03+0,01° 0,00+0,002
MLC 3 169 BF 0,01+0,012 0,03+0,01° 0,01+0,00*! | 0,03+0,01°! | 0,01+0,00%1 0,00+0,002
’ SM | 0,02+0,01%¢ | 0,01+0,012° | 0,04+0,01°%2 | 0,07+0,01%2 | 0,04+0,00°92 0,00+0,002

01T

Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka misi¢a BF i SM (n=10) nakon svake faze proizvodnje. BF- m. biceps femoris, SM- m. semimembranosus,
MW-molekulska masa u kDa, ¢ Razli¢ita slova oznadavaju statisti¢ki zna¢ajnu razliku izmedu faza proizvodnje (p<0,05; Tukey HSD test) (razlike izmedu faza proizvodnje) 12 razligite brojke
oznadavaju statisti¢ki znaGajnu razliku izmedu misica u istoj fazi proizvodnje (Studentov t-test; p<0,05) (razlike izmedu misica u istoj fazi proizvodnje) * Imenovanje dobivenih proteinskih vrpci

provedeno je temeljem usporedbe MW dobivenih vrpci s imenima i MW proteina iz literature ((Larrea i sur, 2006; Théron i sur, 2011; Bermudez i sur, 2014b).
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Slika 26. Elektroforetogrami a) sarkoplazmatskih proteina i b) miofibrilarnih proteina BF i

SM tijekom proizvodnje dimljenog prSuta. (1) sirovi but, (2) nakon soljenja, (3) nakon

dimljenja, (4) nakon susenja, (5) nakon zrenja, (6) nakon produljenog zrenja, Std- LMW

standardi proteina
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4.2.3. Rezultati odredivanja sastava aminokiselina i dipeptida tijekom proizvodnje dimljenoga

prsuta

U ovom poglavlju prikazani su rezultati odredivanja sastava aminokiselina i dipeptida tijekom

proizvodnje dimljenoga prsuta.

112
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Tablica 13. Sastav aminokiselina i dipeptida tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta (srednja vrijednost & standardna pogreska)

Aminokiselina Sirovi o - ) Produljeno
Misié ) Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje i
(mg/100 g s.tv.)* butovi zrenje
) o BF 16,70+0,90%* 98,95+4,55>2 | 245,01+4,35%2 | 126,16+6,87°2 | 172,91+17,76°2 387,91+34,62%2
Asparaginska kiselina
SM 21,95+1,4432 63,08+1,79°! | 222,52+3,99¢! | 88,90+5,77°! | 110,40+10,40%! | 231,58+16,3141
) o BF 46,45+3,3222 146,54+3,94>2 | 124,77+8,23>! | 327,39+19,63° | 649,60+31,17%% | 1045,57+32,14%2
Glutaminska kiselina
SM 28,82+1,45%1 105,90+3,30°% | 199,91+4,15%? | 332,15+20,71¢ | 456,15+31,97%! | 602,77+24,86"
Serin BF 4,36+0,28% 77,003,792 155,03+4,60¢ 193,18+11,16" | 252,55+15,28%? | 398,30+27,13"2
SM 4,33+0,51% 64,603,681 140,47+5,51° 195,46+10,80¢ | 173,17+13,40%%1 | 234,57+22,43¢%1
Asparagin BF 0,00+0,00? 31,63+1,452 53,24+1,43° 63,58+9,61° 49,32+9,22¢2 0,00+0,00?
SM 0,00+0,00? 22,13+1,13%1 48,43+2,10° 61,89+6,99¢ 27,12+5,4401 0,00+0,00?
Glici BF 38,07+2,55%! 65,86+2,06%2 158,66+6,20>% | 195,65+5,73° | 289,57+1551%92 | 347,09+18,68%2
icin
SM 60,02+2,50%2 60,14+1,69%! 123,8045,77> | 205,52+7,90° 182,63+15,57%1 207,34+9,45%!
| BF 0,00+0,00? 120,03+3,24%% | 131,30+6,69¢ 99,32+8,21° 32,97+3,11"2 0,00+0,00?
Glutamin
SM 0,00+0,00? 100,9045,12°' | 127,13+4,66¢ 101,74+8,69° 21,19+2,76"1 0,00+0,00?
lani BF 0,00+0,00? 15,87+0,87¢2 4,74+0,35°1 24,27+2,15° 27,61+2,0442 0,00+0,00?
p-alanin
SM 0,00+0,00? 13,11+0,64"* 12,59+0,90°? 27,35+2,59¢ 17,90+1,59%1 0,00+0,00?
Taurin BF 104,35+4,38%2 92,49+3,26°2 | 85,67+1,39°? 84,39+4,73° 100,11+3,94°2 0,00+0,00?
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SM 65,212,451 65,723,481 | 77,08+3,60"1 91,17+6,08° 65,29+4,23% 1 0,00+0,00?

o BF 9,46+0,92%! 35,52+1,38"2 77,36+3,062 157,23+6,84¢ | 226,06+13,14%2 232,70+7,61°°
Histidin SM 32,76+1,18%? 17,42+0,72%1 66,272,271 153,25+5,88% | 170,14+12,34%1 149,83+6,16°*
) BF 5,16+0,28%! 39,56+2,16%% | 155,84+5,3172 | 123,97+18,18° | 136,99+8,53"2 386,60+19,22°2
freonin SM 13,38+0,59%*2 20,30+1,63* | 107,34+5,83"! | 113,52+14,34° 92,168,411 239,36+15,09°1
) BF 78,05+4,23%1 98,81+3,66%% | 276,60+9,41"2 | 300,99+13,25" | 528,13+27,22°2 | 703,32+17,45%2
Alanin SM 102,38+1,47%2 87,67+3,65*1 | 201,75+8,93"1 | 324,78+12,68° | 342,07+24,72°' | 400,88+12,64%!
o BF 119,19+7,23*2 | 132,99+4,35*2 | 511,25+10,98¢ | 230,56+23,51° | 364,36+32,81° 445,55+25,45%2
Arginin SM 159,73+5,50*' | 110,20+3,60*' | 483,69+13,38¢ | 249,21+13,49° | 293,99+27,26™ | 322,92+15,73%
) BF 29,38+1,40° 36,21+1,96*2 31,73+1,36° 208,97+9,43" | 350,96+15,32%2 | 400,90+19,47%2
Prolin SM 26,87+2,09° 30,51+1,85%1 28,88+2,19° 190,14+11,36° | 213,09+17,651 | 224,94+12,92¢1
o BF 13,39+0,57%2 54,40+3,09° 107,76+3,78° | 170,22+16,39¢ | 173,70+12,70¢ 256,42+13,32%2
Tirozin SM 10,51+0,91%1 53,57+3,00° 114,28+20,15° | 176,21+10,77¢ 146,77+9,55¢ 180,82+12,19%*
) BF 29,11+1,57%1 94,28+4,23>2 | 182,18+6,91%2 | 249,86+12,14% | 355,06+17,25%2 | 526,84+19,82"2
valin SM 38,08+1,892 57,42+2,87% | 14505+6,65°1 | 237,91+12,05¢ | 254,68+17,50°' | 331,26+17,57%!
o BF 0,00+0,002 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,24+0,0072
cistin SM 0,00+0,002 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,17+0,021
o BF 20,63+0,83? 35,98+0,88%*2 58,09+3,37° 87,37+8,03¢ 145,01+8,86%2 247,948,962
Metionin SM 22,32+1,19° 18,89+0,69*! 57,34+2,98° 97,77+6,61° 89,65+11,17¢! 155,11+6,45%1
Izoleucin BF 19,83+1,00? 44,94+1 4702 113,06+4,18¢ 195,5746,96" | 266,43+15,79%? | 387,64+12,55"
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SM 20,361,412 31,81+1,2431 116,27+4,43° 189,43+6,22¢ | 192,10+13,67! | 278,23+16,01¢,1
BF 25,37+0,85*! 83,16+1,70°2 | 244,85+8,39%2 | 305,43+12,72¢ | 413,95+25,36%? | 658,91+11,88"
Leucin
SM 33,81+1,85%? 57,51+1,3221 | 203,64+5,69°! | 296,73+10,15° | 297,76+20,37°! | 452,49+17,85%!
BF 19,21+1,45? 61,44+1,69>2 | 115,31+4,69%! | 179,50+7,70¢ | 219,23+15,70%2 366,10+9,41"2
Fenilalanin
SM 21,09+1,22° 36,09+1,38%1 | 139,37+5,042 | 180,78+7,44° | 175,90+12,49°1 253,26+7,7141
‘ BF 25,25+1,60? 23,45+1,06%2 56,27+2,82° 102,69£13,73° | 111,29+12,57°¢ 69,09+4,61°2
Triptofan
SM 23,39+1,51° 15,50+0,88*! 52,33+2,27° 87,65+12,79° 82,32+9,74°¢ 49,203,331
ot BF 3,430,281 3,98+0,25%2 0,00+0,00? 0,88+0,58? 0,81+0,542 491,53+12,64"2
rnitin
SM 4,81+0,4722 2,34+0,18%! 0,00+0,00? 0,9740,65° 0,60+0,40° 329,05+10,00°!
BF 28,17+1,50° 112,26+2,82%2 | 348,91+10,35>2 | 900,05+27,18° | 1240,70+76,73%2 | 1042,11+16,97%2
Lizin
SM 29,31+1,36° 45,71+1,44%1 | 278,66+9,71°' | 946,84+22,98¢ | 922,86+44,21%! | 621,45+28,86%!
BE 635,58+ 1502,74+ 3237,61+ 4327,22+ 6107,31+ 8394,78+
18,5431 20,5202 107,862 155,674 302,2022 311,96M
X Aminokiseline
M 719,11+ 1081,03+ 2946,78+ 4349,79+ 4326,95+ 5265,22+
12,3432 16,68%1 51,49°1 125,42° 260,92¢1 255,55¢1
Dipeptid o : - - : : : :
Misié¢ Sirovi butovi Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje Produljeno zrenje
(mg/100 g s. tv.)
BE 828,34+ 879,25+ 605,01+ 1393,03+ 1577,23+ 171,38+
) 13,91¢! 13,55¢2 15,64°1 55,891 84,032 6,39%2
Karnozin
M 953,40+ 689,12+ 678,53+ 1549,04+ 1294,13+ 105,40+
25,13¢2 10,751 14,152 62,44¢ 60,9341 4,281




911

. BF 44,27+1,08% 41,60+1,31"2 37,47+1,60™ 33,55+3,00° 59,265,042 20,40+1,4421
Anserin SM 51,79+1,69¢2 30,38+1,32"1 36,67+1,34 35,61+2,17" 42,52+6,1%1 12,91+0,62%2
- BF 872,61+14,16°' | 920,85+13,98%2 | 642,48+16,56"! | 1426,58+54,45¢ | 1636,49+85,25%? | 191,78+6,21?
] SM | 1005,19+25,40%% | 719,50+11,30"! | 715,20+13,97"2 | 1584,64+63,37° | 1336,65+60,81%! | 118,31+4,70%*

Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka misi¢a BF i SM (n=10) nakon svake faze proizvodnje. BF- m. biceps femoris, SM- m. semimembranosus,

af Razligita slova oznaavaju statisti¢ki zna¢ajnu razliku izmedu faza proizvodnje (p<0,05; Tukey HSD test) (razlike izmedu faza proizvodnje) 12 razligite brojke ozna¢avaju statisticki znacajnu

razliku izmedu misi¢a u istoj fazi proizvodnje (Studentov t-test; p<0,05) (razlike izmedu misi¢a u istoj fazi proizvodnje). *mg/100 g suhe tvari (mg/100 g s.tv.)




4.2.4. Rezultati odredivanja sastava masnih kiselina tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta
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Tablica 14. Sastav masnih kiselina (% od ukupne masti) tijekom proizvodnje dimljenoga prSuta (srednja vrijednost + standardna pogreska)

Masna o i
- Sirovi . - ) Produljeno
kiselina Misi¢ i Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje i
butovi zrenje
(%)
100 BF 0,14+0,012 0,19+0,02¢ 0,18+0,01°¢ 0,15+0,002¢:1 0,13+0,002 0,13+0,00?
' SM 0,17+0,012 0,20+0,02° 0,20+0,01° 0,17+0,01202 0,13+0,002 0,13+0,00?
190 BF 0,10+0,00% 0,14+0,02¢ 0,13+0,000¢ 0,08+0,012 0,09+0,00% 0,09+0,00%
' SM 0,11+0,01 0,14+0,02 0,14+0,01 0,12+0,02 0,09+0,00 0,09+0,00
140 BF 1,37+0,03? 1,55+0,06° 1,81+0,04¢ 1,40+0,02%1 1,40+0,02% 1,37+0,022
14:
SM 1,52+0,072 1,610,042 1,74+0,03° 1,59+0,0322 1,41+0,03? 1,38+0,02
C16:0 BF 24,56+0,23 24,96+0,43 24,80+0,22 24.25+0,211 24,89+0,05 24,59+0,13
16:
SM 24,94+0,28? 24,60+0,84°¢ 25,04+0,18° 25,04+0,26°¢2 24,49+0,332 24,67+0,212
161 BF 3,30+0,16% 3,29+0,082 4,31+0,11° 3,79+0,13% 3,12+0,132 3,60+0,15%
' SM 3,51+0,16% 3,44+0,092 4,16+0,11° 3,91+0,11b¢ 3,28+0,122 3,39+0,122
170 BF 0,21+0,022 0,38+0,06° 0,24+0,00? 0,17+0,018 0,25+0,012 0,17+0,00%1
' SM 0,21+0,022 0,32+0,03° 0,24+0,012 0,20+0,018 0,25+0,0? 0,20+0,0022
171 BF 0,22+0,032 0,36+0,05° 0,23+0,00? 0,18+0,022 0,20+0,0? 0,19+0,02
' SM 0,21+0,032 0,29+0,02° 0,23+0,012 0,20+0,012 0,20+0,0? 0,22+0,02
180 BF 12,51+0,30° 12,09+0,1°2 10,49+0,122 12,07+0,34° 12,14+0,19% 11,77+0,30°
18:
SM 12,01+0,35° 11,50+0,232:1 10,71+0,212 11,72+0,292 11,85+0,13° 11,70+0,26%
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Masna

kiselina Misi¢ Sirovi- Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje Produlj-eno
) butovi zrenje
_ BF 0,29+0,02" 0,40+0,06°2 0,23+0,01%2 0,22+0,01%2 0,13+0,00%* 0,15+0,00?
Aot SM 0,31£0,01¢ 0,24+0,00%* 0,19+0,01%%* 0,09+0,03%* 0,14+0,00%2 0,16+0,00°
_ BF 47,87+0,34% 48,23+0,57%2 47,88+0,04% 48,95+0,40%2 46,87+0,512 48,11+0,35"
clede SM 46,80+0,67 46,20+0,39* 47,02+0,28 47,01+0,57* 46,48+0,56 47,12+0,35
_ BF 0,000,007 0,000,007 0,00+0,00 0,00%0,00? 0,11%0,01° 0,13%0,01°
et SM 0,000,007 0,000,007 0,00%0,00? 0,00%0,00? 0,11+0,00° 0,12+0,00°
_ BF 7,28+0,35% 7,69+0,30%1 7,31+0,18%1 6,96+0,34% 8,46+0,49° 7,43+0,2281
C18:2ne SM 7,51+0,52 8,91+0,3822 8,23+0,0822 7,85+0,39% 9,48+0,52° 8,38+0,2922
_ BF 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,07+0,01° 0,08+0,01°
C18:3n0 SM 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,07+0,00° 0,08+0,00°
_ BF 0,28+0,01% 0,21+0,04%1 0,28+0,01%1 0,27+0,02% 0,35+0,02"1 0,36+0,05"
c18:3n3 SM 0,33+0,042 0,33+0,01%2 0,32+0,00%2 0,31+0,03? 0,40+0,03%2 0,41+0,06°
_ BF 0,20+0,01° 0,20+0,00°? 0,14+0,012 0,13+0,03%? 0,19+0,01° 0,20+0,01°
C20:0 SM 0,16+0,02° 0,14+0,0201 0,03+0,02%1 0,04+0,02%1 0,18+0,01° 0,19+0,01°
_ BF 0,71%0,02% 0,83%0,07" 0,59+0,012 0,63%0,02 0,650,011 0,660,012
20 SM 0,71%0,02° 0,68+0,02° 0,57+0,012 0,61+0,03* 0,69+0,01°2 0,70+0,02°
C20:2 BF 0,37+0,02% 0,36+0,03% 0,36+0,02% 0,32+0,022 0,40+0,01° 0,35+0,012
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Masna

kiselina Misi¢ Sirovi- Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje Produlj-eno
) butovi zrenje
SM 0,40+0,02 0,44+0,022 0,38+0,01 0,38+0,02 0,45+0,03 0,41+0,012
_ BF 0,10+0,02° 0,10+0,03° 0,12+0,03° 0,00+0,00? 0,00+0,00° 0,00+0,00?
C20:3n0 SM 0,06+0,0220 0,13+0,03° 0,09+0,03% 0,02+0,022 0,00+0,00° 0,00+0,00?
_ BF 0,49+0,06> 0,33+0,06%* 0,60+0,08° 0,42+0,0220¢1 0,33+0,02% 0,22+0,012
C20-4n6 SM 0,42+0,04 0,590,032 0,73%0,03° 0,7620,08°2 0,330,01%* 0,240,012
_ BF 0,01+0,012! 0,07+0,03*! 0,110,032 0,00%0,00? 0,210,032 0,40%0,05°
C23:0 SM 0,20+0,07"2 0,23+0,05%2 0,31+0,01°%2 0,00+0,00? 0,14+0,0121 0,41+0,07°
BF 39,09+0,44% 39,59+0,60° 38,10+0,25° 38,26+0,53% 39,28+0,16% 38,72+0,36%
SEA SM 39,32+0,33 38,73+0,32 38,10+0,33 38,87+0,48 38,53+0,43 38,77+0,26
BF 52,39+0,40% 53,11+0,70°2 53,23+0,11°2 53,77+0,50°2 51,00+0,55° 52,64+0,48%
MUFA SM 51,54+0,69 50,87+0,40* 52,16+0,38" 51,41+0,66" 50,63+0,57 51,59+0,36
BF 8,52+0,43% 8,630,411 8,67+0,31%! 7,97+0,37%1 9,72+0,52° 8,56+0,25%
PURA SM 8,71+0,60° 10,40+0,432%2 9,74+0,14%2 9,32+0,49%2 10,84+0,58° 9,23+0,32%
BF 7,78+0,39% 7,95+0,3421 7,91+0,26%1 7,38+0,33%! 8,85+0,49° 7,73+0,22%1
o SM 7,98+0,56° 9,630,412 9,05%0,13%2 8,63+0,45%2 9,88+0,02° 8,70%0,30%2
BF 0,28+0,01% 0,210,041 0,280,011 0,27+0,02% 0,350,02°* 0,3620,05"
" SM 0,33+0,042 0,33+0,012 0,32+0,00%° 0,31+0,03? 0,40+0,03%2 0,41+0,06°




Masna o i
- Sirovi o - ) Produljeno
kiselina Misi¢ ) Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje i
butovi zrenje
(%)
6.3 BF 27,89+0,65 24,86+4,20 28,30+0,40 27,28+0,46 25,49+0,492 24 54+2 02
n-o/Nn-
SM 25,33+1,51% 29,35+0,47° 28,46+0,37° 28,4+1,21% 24,70+0,19°1 23,58+1,972
MUFA/ BF 6,31+0,36% 6,33+0,40202 6,21+0,23202 6,87+0,31°2 5,40+0,312 6,22+0,212
PUFA SM 6,14+0,37° 4,97+0,2221 5,37+0,11801 5,72+0,342:1 4,81+0,30? 5,66+0,222
PUFA/ BF 0,22+0,01° 0,22+0,01b1 0,23+0,01b1 0,21+0,01° 0,25+0,01° 0,15+0,0131
SFA SM 0,22+0,012 0,27+0,01802 0,26+0,01802 0,24+0,012 0,28+0,02° 0,24+0,01202

TCt

Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka misi¢a BF i SM (n=10) nakon svake faze proizvodnje. BF- m. biceps femoris, SM- m. semimembranosus,
SFA (engl. Saturated Fatty Acids)- zasi¢ene masne kiseline, MUFA (engl. Monounsaturated Fatty Acids)- mononezasi¢ene masne kiseline, PUFA (engl. Polyunsaturated Fatty Acids)-
polinezasi¢ene masne kiseline, n-3 i n-6 omega-3 i omega-6 masne kiseline. #¢ Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu faza proizvodnje (p<0,05; Tukey HSD test) 12

razliCite brojke oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu misica u istoj fazi proizvodnje (Studentov t-test; p<0,05)



4.3. Oksidacijske promjene tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

U ovom poglavlju prikazani su rezultati odredivanja oksidacije masti 1 proteina tijekom
proizvodnje dimljenoga prsuta. Rezultati su prikazani slikama 27 i 28. Rezultati odredivanja
oksidacijskih promjena do faze zrenja (prvih pet faza proizvodnje) prikazani u ovom poglavlju

objavljeni su u radovima Marusi¢ Radov¢i¢ i sur. (2021) i Poljanec i sur. (2021a,b).
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4.3.1. Rezultati odredivanja oksidacije masti tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta
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Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka misi¢a BF i SM (n=10) nakon svake faze proizvodnje. BF- m. biceps femoris, SM- m. semimembranosus.
MDA-malondialdehid #¢ Razli¢ita slova oznadavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu faza proizvodnje (p<0,05; Tukey HSD test) (razlike izmedu faza proizvodnje) 1? razli¢ite brojke oznatavaju
statisti¢ki znacajnu razliku izmedu misica u istoj fazi proizvodnje (Studentov t-test; p<0,05) (razlike izmedu misica u istoj fazi proizvodnje)

Slika 27. Stupanj oksidacije masti (mg MDA/kg uzorka) tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta (srednja vrijednost + standardna pogreska)
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4.3.2. Rezultati odredivanja oksidacije proteina tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta
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Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka misi¢a BF i SM (n=10) nakon svake faze proizvodnje. BF- m. biceps femoris, SM- m. semimembranosus.
¢ Razli¢ita slova oznadavaju statisticki znadajnu razliku izmedu faza proizvodnje (p<0,05; Tukey HSD test) (razlike izmedu faza proizvodnje) 12 razli¢ite brojke oznacavaju statisti¢ki zna¢ajnu

razliku izmedu misSica u istoj fazi proizvodnje (Studentov t-test; p<0,05) (razlike izmedu misica u istoj fazi proizvodnje)

Slika 28. Stupanj oksidacije proteina (nmol karbonila/mg proteina) tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta (srednja vrijednost + standardna

pogreska)



4.4. Rezultati odredivanja profila hlapivih spojeva arome tijekom proizvodnje

dimljenoga priuta

U ovom poglavlju prikazani su rezultati odredivanja profila hlapivih spojeva arome tijekom
proizvodnje dimljenoga prSuta. Rezultati odredivanja profila hlapivih spojeva arome do faze
zrenja (prvih pet faza proizvodnje) prikazani u ovom poglavlju objavljeni su u radu Marusi¢

Radov¢i¢ 1 sur. (2021).

125



91

Tablica 15. Profil hlapivih spojeva arome (% ukupne povrsSine) u misi¢ima BF 1 SM dimljenoga prSuta tijekom Sest faza proizvodnje (srednja

vrijednost + standardna pogreska)

Hlapivi spoj

Sirovi Produljeno
0 RI | Misi¢ Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje .
(% ukvgpne butovi zrenje
povrsine)
Aldehidi
BF 0,30+0,06"2 0,00+0,00? 0,03+0,00? 0,07+0,012 0,42+0,10v¢2 0,54+0,03¢2
3-metilbutanal 645
SM 0,00+0,002* 0,00+0,00? 0,04+0,022% 0,08+0,022 0,13+0,01>* 0,24+0,04°1
BF 0,960,202 0,00+0,00? 0,07+0,01° 0,14+0,022 0,30+0,08%2 0,30+0,05%2
2-metilbutanal 654
SM 0,200,121 0,04+0,03? 0,05+0,00? 0,09+0,05? 0,10£0,0121 0,18+0,02°1
BF 0,52+0,16° 0,33+0,08" 0,19+0,022% 0,30+0,05%¢ 0,00+0,00? 0,00+0,00?
Butanal 657
SM 0,62+0,13° 0,29+0,05° 0,16+0,02% 0,24+0,02% 0,00+0,00? 0,00+0,00?
BF 1,88+0,35%® 2,57+0,48° 1,55+0,14%® 1,49+0,10% 0,89+0,16%2 1,02+0,1322
Pentanal 713
SM 1,23+0,59% 1,98+0,22° 1,08+0,21% 2,07x0,47°¢ 0,17+0,03%! 0,28+0,042!
BF 44,27+3,18° 54,4442 49° 44,30+3,06° 39,22+2,53>2 | 10,90+0,45%2 5,30+0,972
Heksanal 799
SM 48,58+3,16° 55,53+1,18° 41,37+1,40° 7,26+0,67%1 1,62+0,07%1 3,25+0,64%
BF 0,30+0,13%? 1,08+0,14% 1,87+0,22 0,64+0,04%1 3,23+0,08%2 2,27+0,09%?
Heptanal 903
SM 0,00+0,00%* 1,11+0,14°c 1,31+0,19« 1,52+0,2792 0,49+0,06%2 0,78+0,13%1
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Hlapivi spoj

Sirovi Produljeno
0 RI | Misi¢ Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje .
(% ukvl{pne butovi zrenje
povrsine)
BF 1,70+0,162 1,40+0,082 3,200,842 1,08+0,12*1 6,50+1,42°2 8,60+0,46"2
Benzaldehid 965
SM 1,62+0,08% 1,44+0,112 1,51+0,122 1,59+0,2122 2,24+0,10°1 3,62+0,40°!
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00%* 0,26+0,03"1 0,17+0,02>1 0,51+0,05¢4:2 0,74+0,02¢2
2,4-heptadienal 998
SM 0,00+0,00? 0,11+0,03%2 0,68+0,13¢? 0,37+0,06"2 0,00+0,00%1 0,22+0,0121
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 1,98+0,31° 5,24+0,7292 4,80+0,19%¢2
Oktanal 1003
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 1,59+0,14° 1,53+0,11°1 2,15+0,12°1
Benzen- BF 1,04+0,42% 0,28+0,07% 0,28+0,02% 0,33+0,11% 1,44+0,15"1 4,23+0,27°1
1049
acetaldehid SM 0,84+0,19? 0,17+0,05% 0,20+0,042 0,35+0,06% 4,87+1,66°2 7,360,562
BF 0,21+0,10% 0,61+0,06% 0,94+0,07b¢1 0,49+0,06% 0,33+0,03% 1,18+0,27¢
2-nonenal 1063
SM 0,16+0,07% 0,69+0,06% 1,63+0,30°2 0,88+0,082 0,31+0,02% 0,70+0,06%
BF 3,27+0,40% 2,71+0,23% 3,88+0,35% 3,40+0,43%1 5,31+0,352 6,260,482
Nonanal 1105
SM 3,79+0,41% 2,90+0,29? 4,01+0,37% 5,54+0,672 3,23+0,14%1 4,460,241
BF 0,00+0,00% 0,32+0,05b¢2 0,27+0,03b 0,42+0,07¢1 0,21+0,01° 0,41+0,03¢
Dekanal 1207
SM 0,00+0,00% 0,18+0,0221 0,61+0,122 0,65+0,04°2 0,22+0,01%¢ 0,39+0,02°
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,01+0,02°* 0,00+0,00? 0,30+0,03¢? 0,40+0,03¢92
2,4-nonadienal 1213
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,04+0,01°2 0,00+0,00? 0,12+0,02¢1 0,22+0,06%*
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Hlapivi spoj

Sirovi Produljeno
0 RI | Misi¢ Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje .
(% ukvl{pne butovi zrenje
povrsine)
BF 0,00+0,002 0,00+0,002 0,00+0,002 0,00+0,002 0,91+0,12° 2,23+0,19¢2
2E-dekenal 1284
SM 0,00+0,002 0,00+0,002 0,00+0,002 0,00+0,002 0,82+0,04° 1,08+0,07¢1
BF 0,00+0,002 0,34+0,06°¢ 0,19+0,02° 0,00+0,002 0,34+0,04¢%1 0,76+0,02%2
2,4-dekadienal 1318
SM 0,00+0,00? 0,24+0,042 0,21+0,032 0,00+0,00? 1,94+0,18°?2 0,25+0,0221
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,26+0,0202 0,35+0,05¢2
Tetradekanal 1613
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,13+0,03%:1 0,21+0,09%1
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,23+0,02° 0,51+0,01¢2
Pentadekanal 1716
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,17+0,03° 0,26+0,03%*
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,73+0,0722 1,08+0,08¢2
Heksadekanal 1818
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,49+0,082 0,78+0,02¢1
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,24+0,03° 0,43+0,03¢2
9-oktadekanal 1998
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,17+0,02° 0,32+0,02¢1
Ukupni BF 54,44+3,32% 64,09+2,534 57,11+2,45¢¢ | 49,72+2,66°% | 38,29+2 2432 41,41+1,2632
aldehidi SM 58,04+3,35°¢ 64,68+1,434 52,90+1,32¢ 22,22+0,89%1 | 18 74+0,58%1 26,731,071




6¢T

Hlapivi spoj

Sirovi Produljeno
0 RI | Misi¢ Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje .
(% ukvl{pne butovi zrenje
povrsine)
Alkoholi
BF 0,89+0,21°2 0,27+0,05? 0,13+0,0221 1,08+0,23"2 0,00+0,00? 0,00+0,00?
2-propen-1-ol 625
SM 0,41+0,05¢1 0,28+0,06" 0,24+0,032 0,48+0,05%1 0,00+0,00? 0,00+0,00?
BF 0,00+0,00? 0,24+0,04°¢ 0,13+0,03%¢ 0,250,041 0,16+0,02b¢:2 0,09+0,0322
1-penten-3-ol 706
SM 0,00+0,00? 0,20+0,05° 0,12+0,02° 0,74+0,00¢2 0,00+0,00%1 0,00+0,00%*
BF 1,650,242 0,10+0,05%* 0,10+0,022 0,22+0,042 0,00+0,00? 0,00+0,00?
3-buten-1-ol 739
SM 0,74+0,14%! 0,30+0,05"2 0,08+0,03% 0,16+0,03% 0,00+0,00? 0,00+0,00?
BF 0,32+0,14° 0,02+0,01° 0,13+0,012 0,35+0,05° 0,00+0,00? 0,19+0,0822
3-metil-1-butanol | 742
SM 0,09+0,08% 0,00+0,00? 0,190,032 0,40+0,07¢ 0,00+0,00? 0,00+0,00%*
BF 0,00+0,00%* 3,400,341 2,76+0,12¢2 | 211+0,38%2 1,480,342 1,70+0,14°¢2
1-pentanol 770
SM 5,340,722 5,440,652 1,71+0,2431 1,17+0,212* 0,54+0,031 0,88+0,15%!
3-metil-2-buten- BF 2,30+0,43¢ 0,18+0,06° 0,24+0,03% 0,26+0,04% 0,83+0,15%2 0,97+0,13"2
778
1-ol SM 2,15+0,29° 0,27+0,10° 0,32+0,05° 0,20+0,04° 0,14+0,0121 0,35+0,02%!
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,24+0,031 0,50+0,002* 3,21+0,30%2 1,31+0,16°
2-furanmetanol 859
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,54+0,1422 2,30+0,63¢? 1,46+0,120¢1 1,34+0,15
1-heksanol 872 BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,98+0,13¢? 0,00£0,002* 0,42+0,05"2




0€T

Hlapivi spoj

Sirovi Produljeno
0 RI | Misi¢ Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje .
(% ukvl{pne butovi zrenje
povrsine)
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,44+0,15°1 0,20£0,0122 0,20+0,0421
BF 0,91+0,1022 0,45+0,03? 0,67+0,04%2 0,49+0,082 1,33+0,21°? 1,75+0,20%2
1-heptanol 979
SM 0,40£0,1321 0,44+0,04% 0,42+0,092>1 0,44+0,06% 0,21+0,03%* 0,66+0,05°1
BF 4,19+0,36! 8,88+0,81° 8,73+0,43"2 5,19+0,39?2 5,31+0,592 5,81+0,45%?
1-okten-3-ol 986
SM 5,40+0,33%? 7,18+0,37¢ 6,86+0,35°! 2,51+0,2121 1,71+0,15%! 3,080,421
BF 1,15+0,28° 0,31+0,03%2 0,00+0,002* 1,17+0,06"2 0,30+0,0722 2,53+0,55%2
2-etillheksanol 1035
SM 0,72+0,30* 0,00+0,00%* 0,16+0,01%2 | 0,65+0,07°*! | 0,14+0,01%" 0,94+0,18¢!
BF 0,95+0,27° 0,300,072 0,30+0,03? 0,35+0,05° 0,55+0,03%2 0,780,042
Benzilalkohol 1037
SM 1,05+0,47° 0,17+0,02? 0,460,072 0,33+0,03% 0,240,012+ 0,350,032
BF 0,00+0,00? 0,84+0,10° 0,92+0,05¢2 0,450,031 0,74+0,14°¢2 0,90+0,05%2
3-okten-1-ol 1073
SM 0,00+0,00? 0,71+0,03 0,660,091 1,03+0,23%2 0,410,041 0,710,061
BF 7,62+0,82¢2 1,26+0,10? 1,56+0,19! 1,35+0,26° 2,88+0,422:2 3,450,40°
1-oktanol 1076
SM 4,94+0,26%1 1,42+0,11% 2,03+0,11°2 1,42+0,09% 1,01+0,072! 2,65+0,40°
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,12+0,01° 0,11+0,01? 0,960,122 1,37+0,80"2
Feniletilalkohol 1113
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,14+0,02° 0,11+0,01% 0,38+0,06¢* 0,11+0,02°1
1-undekanol 1174 | BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,09+0,02°* 0,07+0,00°* 0,00+0,00? 0,00+0,00?




TET

Hlapivi spoj

Sirovi

. T . Produljeno
0 RI | Misi¢ Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje .
(% ukvl{pne butovi zrenje
povrsine)
SM 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,18+0,02P2 0,19+0,03P2 0,00+0,00° 0,00+0,00?
Ukupni BF 19,97+1,62b | 16,25+0,98% | 16,13+0,60%2 | 14,91+0,5322 | 17,75+0,90%¢2 | 21 27+0,88¢2
alkoholi SM 21,23+1,13¢ 16,42+0,71¢ | 14,12+0,64>1 | 12 56+0,72P1 | 6,460,102 11,27+0,59°1
Ketoni
BF 0,00+0,00° 0,00+0,00? 0,000,001 0,26+0,06° 0,00+0,00° 0,16+0,05"2
2-butanon 673
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,87+0,15¢2 0,28+0,07° 0,00+0,00? 0,000,001
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00%! | 0,31+0,0432 | 0,94+0,21%2 | 0,89+0,17bc! 1,03+0,23¢2
2-heptanon 893
SM 0,00+0,00? 0,14+0,04%2 | 0,18+0,05"! 0,180,061 0,200,022 0,18+0,01P1
2-metil-2- BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,000,002 0,31+0,04P1 0,000,002 0,43+0,08"1
. 905
ciklopenten-1-on SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 1,01+0,34b2 1,64+0,15b2 0,29+0,03%2 1,09+0,122b2
3-metil-2- BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,92+0,09°2
. 970
ciklopenten-1-on SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00° 0,35+0,05"1
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,000,002 0,29+0,021 0,41+0,0722 1,480,462
1-okten-3-on 984
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,32+0,0432 1,29+0,39b2 0,21+0,023 0,410,051
BF 4,56+0,48P 6,67+0,62¢ 8,04+0,3492 5,360,530 1,27+0,13%1 1,76+0,15!
2,5-oktanedion 990
SM 5,58+0,534%¢ 6,89+0,46° 6,32+0,41bc1 4,38+0,86% 3,88+0,25%2 3,97+0,4722




[43)"

Hlapivi spoj

Sirovi Produljeno
0 RI | Misi¢ Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje .
(% ukvl{pne butovi zrenje
povrsine)
_dimetil. BF 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00? 0,69+0,09°2 0,80+0,09"2
3,5-dimetil 1001
2(5H)-furanon SM 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,46+0,02°1 0,42+0,0201
34-dimetil-2- | BF 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,32+0,04° 0,35+0,05"
ciklopenten-1-on SM 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,27+0,02° 0,45+0,04°
23-dimetil-2- | o BF 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00£0,00* | 0,65+0,07°1 | 1,96+0,17°2 2,36+0,24°2
ciklopenten-1-on SM | 0,00+0,00° 0,00+0,00° | 2,64+0,44%2 | 243+0,38%2 | 1,14+0,07°* 1,57+0,17%*
BF 0,00+0,00° 0,13+0,04%® | 0,15+0,01%¢1 | 0,24+0,04>92 | 0,32+0,04% 0,40+0,0942
3-okten-2-on 1044
SM 0,00+0,00° 0,09£0,02® | 0,230,032 | 0,15+0,02°%1 0,27+0,01¢ 0,19+0,01°1
BF 0,22+0,07° 0,184+0,02 | 0,09+0,01®*! | 0,00£0,00%! | 1,170,082 0,48+0,05°2
2-nonanon 1094
SM 0,24+0,10% 0,14+0,03 1,2740,27°2 | 0,74%0,11°2 | 0,86+0,04°1 0,00+0,00%*
3-¢til-2-hidroksi- BF 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,32+0,03° 0,19+0,03"
2-ciklopenten-1- | 1111
on SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00° 0,35+0,02° 0,22+0,02°
1-cikloheksil-1- | BF 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,14+0,0101 0,00+0,00?
propanon SM 0,00+0,00% 0,00+0,00% 0,00+0,00% 0,00£0,00* | 0,22+0,01°2 0,00+0,00%
Ukupni BF 4,780,472 6,98+0,64% | 859+0,37*! | 8,05+0,55 7,42+0,42P 10,36+0,70°
ketoni SM 5,82+0,512 7,27+0,46% | 12,85+1,22¢7 | 11,09+1,04%2 | 8,080,132 8,850,572




€er

Hlapivi spoj

Sirovi Produljeno
(% ukupne RI | Misi¢ _ Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje zren!e
. butovi j
povrsine)
Aromatski
ugljikovodici
BF 0,45+0,28" 0,14+0,01° 0,13+0,01° 2334012° | 0,28+0,04%2 0,25+0,04%
Benzen 691
SM 0,10+0,072 0,210,042 0,10+0,02% 255+063° | 0,10+0,00%! 0,18+0,06%
L-metil-2-propil- | BF 0,00£0,00° 0.36+0,05° | 0,10+002°! | 0,34+0,08° 0,000,00° 0,00£0,00°%
cikloheksan SM 0,00£0,00° 0.33+0,06° | 0,38+008°2 | 0,48+0,10° 0,000,00° 0,00£0,00°
I BF 0,00£0,00° | 0,63+0,03" | 1,25+0,16°2 | 0,00£0,00°* | 0,00+0,00° 0,06+0,02%2
1,4-dimetil 874
benzen (p-ksilene) SM 0,00£0,00° | 1,27+026°2 | 057+0,07®% | 068+0,31%2 | 0,00+0,00° 0,00+0,00%
- BF | 624+081°2 | 0,37+005*2 | 0,23+0,09% | 0,00%0,00°* | 0,00+0,00° 0,73+0,08%2
Metoksi 918
feniloksim SM | 067+032®1 | 000+000°% | 0,71+018°2 | 045%0,19%2 | 0,00%0,00° 0,00+0,00%
BF 0,00+0,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° | 0,39+004°* | 0,00+0,00° 0,00£0,00°
2,5-dimetilfuran 971
SM 0,000,00° 0,000,00° 0,00£0,00° | 1,10+012°2 | 0,00+0,00° 0,000,007
Lastimetl- | oo BF 1,07+0.19° 0,16+0,02% 019+002° | 0,82+0,01°2 | 0,36+0,04%1 1,01+0,28°2
benzen SM 0,72+0,15° 0,21+0,042 0,32+0,06° 0,31+0,0421 0,47+0,0120:2 0,46+0,04®1
metoksi-3- | . BF 0,00£0,00° 0,00+0,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,50+0,06
metilpirazin SM 0,000,007 0,000,007 0,000,007 0,000,007 0,000,007 0,39+0,04°
1145 | BF 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,11+0,02°2




1%

Hlapivi spoj

Sirovi Produljeno
0 RI | Misi¢ Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje .
(% ukvl{pne butovi zrenje
povrsine)
) 1’2_' SM 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00*
dimetoksibenzen
14 BF 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00% 0,00+0,00%1 0,34+0,03"2 0,06+0,01°
i " 1179
dimetoksibenzen SM 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,60+0,01¢2 0,00+0,00%1 0,10+0,02°
53 BF 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00? 0,15+0,03%1 0,180,041
. "~ 1275
dimetoksitoluen SM 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00? 1,48+0,10°2 1,04+0,18P2
1.2 3-trimetoksi- BF 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,001
o 1406
5-metilbenzen SM 0,00+0,00° 0,00+0,00? 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,41+0,06"2
Ukupni BF 7,7620,7792 1,67+0,10% 1,90+0,15% 3,89+0,20°1 1,13+0,0722 2,91+0,20
aromatski
ugljikovodici SM 1,49+0,2431 2,02+0,252 2,08+0,19° 6,16+0,87"2 2,040,031 2,58+0,252
Esteri
Metil ester BF 1,49+0,21¢ 0,32+0,07%1 0,38+0,06%! 0,94+0,11°2 0,00+0,00? 0,00+0,00°
butanoi¢ne 747
Kiseline SM 1,20+0,18° 1,02+0,3202 1,01+0,19°2 0,240,031 0,00+0,00? 0,00+0,00°
BF 3,15+0,81°2 1,20+0,072 2,29+0,27°2 | 0,00+0,00** 0,35+0,05%2 2,60+0,225¢2
Etilheksanoat 1004
SM 1,16+0,21°1 1,38+0,12° 1,62+0,16°% 0,430,132 0,12+0,0431 0,52+0,06>*
Etiloktanoat 1199 | BF 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00? 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,260,02°2




GET

Hlapivi spoj

Sirovi Produljeno
0 RI | Misi¢ Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje .
(% ukvl{pne butovi zrenje
povrsine)
SM 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00!
Iz0heksil BF 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,32+0,12° 0,63+0,06¢2
1345
heksanoat SM 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,23+0,02° 0,36+0,03¢1
BF 0,240,092 0,45+0,06" 0,39+0,050¢:2 0,00+0,00° 0,32+0,060°:2 0,53+0,03¢2
Butil benzoat 1346
SM 0,000,001 0,46+0,08¢ 0,22+0,03P1 0,00+0,00? 0,13+0,022:1 0,24+0,0201
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,26+0,03"2
Butil butanoat 1375
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,11+0,0201
Ukupni BF 4,88+0,80%2 | 1,98+0,09201 3,06+0,32P¢ 0,94+0,112 0,99+0,18%2 4,28+0,28¢d2
esteri SM 2,35+0,3301 2,87+0,25P2 2,86+0,10P 0,660,132 0,47+0,0131 1,23+0,062>1
Alifatski
ugljikovodici
3.3 A-trimetil BF 0,53+0,14° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,000,001 0,00+0,00° 0,00+0,00?
> 753
heptan SM 0,56+0,26° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,31+0,062:2 0,00+0,00° 0,00+0,00?
BF 0,91+0,26° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00?
Heksan 757
SM 0,83+0,34° 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00?
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,60+0,11P2
4-metil-2-penten | 761
SM 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00!




9¢eT

Hlapivi spoj

Sirovi Produljeno
0 RI | Misi¢ Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje .
(% ukvl{pne butovi zrenje
povrsine)
3 4-dimetil-2 4- BF 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00!
’ 7 919
heksadien SM 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,400,042
BF 0,00+0,00° 0,12+0,02b2 0,11+0,02° 0,12+0,02° 0,00+0,00° 0,00+0,00?
1-tridecen 952
SM 0,00+0,00? 0,000,001 0,13+0,02° 0,14+0,01° 0,00+0,00° 0,000,002
3-etil-2-metil-1 3- BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,64+0,07P2 0,82+0,01¢2
o 1034
heksadien SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,09+0,01P1 0,26+0,03¢1
Ukupni alifatski BF 1,44+0,37° 0,12+0,0222 0,11+0,022 0,12+0,0321 0,64+0,0722 1,41+0,11b2
ugljikovodici SM 139+045° | 0,00+000° | 0,13+0,02° | 045%0,07%2 | 0,09+0 0132 0.66+0,06%
Fenoli
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,000,002 2,07+0,3601 2,71+0,08¢%1
2-metilfenol 1061
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 4,58+0,26"2 6,05+0,23%2 5,32+0,24¢2
BF 0,00+0,00? 0,64+0,11%2 0,87+0,17° 0,83+0,09%1 5,13+0,5401 5,81+0,19%
4-metilfenol 1080
SM 0,00+0,00? 0,300,041 1,25+0,15% 5,87+0,57P2 7,22+0,25¢2 7,25+0,38¢2
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,98+0,12%1 | 2,08+0,09°! 9,32+0,85¢ 10,21+0,30°1
2-metoksifenol 1090
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 8,28+0,6202 8,26+0,11P2 11,08+0,12¢ 13,05+0,61%2
4-metoksifenol | 1098 | BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,000,002 0,00+0,00° 0,38+0,03° 0,30+0,04°




LET

Hlapivi spoj

Sirovi Produljeno
0 RI | Misi¢ Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje .
(% ukvl{pne butovi zrenje
povrsine)
SM 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,54+0,09P2 0,70+0,13° 0,42+0,02° 0,45+0,06"
BF 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,000,001 0,18+0,02¢1 0,12+0,02P1
2-etilfenol 1140
SM 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,33+0,07P2 0,68+0,04¢2 0,37+0,05"2
2 5-dimetilfenol BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,33+0,061 0,78+0,17¢!
’ . 1151
(2,5-ksilenol) SM 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° 000£0,00° | 2.85+020°2 22040, 232
BF 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00! 0,00+0,00! 0,00+0,00 0,00+0,00
2,6- dimetilfenol | 1153
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,26+0,05P2 1,17+0,10°2 0,00+0,00? 0,00+0,00?
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,0021 0,43+0,07¢1 0,24+0,03P1
3-etilfenol 1169
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,29+0,05P2 0,72+0,0492 0,46+0,03¢2
BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,0021 0,12+0,0121 0,48+0,04b1 0,49+0,07P1
3,5-dimetilfenol 1172
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,21+0,0322 0,54+0,6P2 1,12+0,03¢2 1,66+0,15%2
9-metoksi-A- BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,0021 0,00+0,0021 0,88+0,25P1 1,27+0,07¢1
. 1193
metilfenol SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 1,430,492 0,25+0,0322 2,25+0,162 4,25+0,492
BF 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00! 0,00+0,00!
2,3,5-trimetilfenol | 1201
SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,35+0,04b2 0,13+0,032:2
2.4 5-trimetilfenol | 1268 | BF 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00" 0,00+0,00




8€T

Hlapivi spoj

Sirovi Produljeno
(% ukupne RI | Misi¢ _ Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje zren!e
. butovi j
povrsine)
SM 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° | 0,40+0,04"2 0,00£0,00°
BF 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00°
2,4,6-trimetilfenol | 1273
SM 0,000,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° | 0,50+0,08"2 0,14+0,53%2
34 BF 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0.11+0,02° 0,150,047
A 1277
dimetoksifenol SM 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° 0.26+0,02° 0.15+0,01
4-etil-2-metoksi- BF 0,00£0,00° 000£0,00° | 0,00+000°' | 0,00+0,00° | 084+0,1202 1,54+0,31°"
fenol 1281
o SM 0,00:£0,00° 000+£0,00° | 0,66+014%2 | 2,65+027°2 | 6 57+0,0492 5 2540 4752
(4-etilgvajakol)
dmetoksi-236- | oo BF 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00
trimetilfenol SM 0,000,00° 0,000,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° | 0,37+0,08"2 0,00£0,00°
" BF 0,000,00° 0,000,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 1,00+0 2451 0,57+0,08"
oo 1353
dimetoksifenol SM 0,000,00° 0,000,00° 0,00£0,00° 0,00£0,00° | 1,71+011°2 1,93+0,2202
BF 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00°
Eugenol 1360
SM 0,000,00° 0,000,00° 0,00£0,00° 0,00+0,00° 0,00£0,00° 0,18+0,04"2




6€T

Hlapivi spoj

Sirovi Produljeno

0 RI | Misi¢ Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje .
(% ukvl{pne butovi zrenje
povrsine)
Ukupni BF 0,00+0,002 0,64+0,1132 1,92+0,2431 3,030,143 | 23,22+1,97P1 24,35+0,70P1
fenoli SM 0,00+0,002 0,30+0,0431 | 12,82+1,43>2 | 24,65+0,91¢2 | 52,27+0,3792 42,78+1,5292
Terpeni

BF 0,00+0,00° 1,13+0,09° 0,97+0,08P 0,00+0,00%1 0,00+0,00° 0,00+0,00?
Mircen 994

SM 0,00+0,00° 1,10+0,08° 1,50+0,28° 1,10+0,20°2 0,00+0,00° 0,00+0,00°

BF 0,00+0,00° 0,40+0,07% 0,45+0,05% 0,280,041 | 0,710,062 0,840,362
Limonen 1033

SM 0,00+0,00? 0,300,072 0,46+0,08" 0,90+0,16%2 0,53+0,05¢1 0,12+0,0121

BF 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,12+0,0201 0,12+0,03P1 0,000,002 0,000,001
Linalool 1101

SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 1,00+0,16°2 0,54+0,16P2 0,47+0,0202 0,41+0,04P2
Ukupno BF 0,000,007 1,54+0,13¢ 1,564+0,15%1 | 0,40+0,06®>! | 0,71+0,06"1 0,84+0,36P¢2
terpeni SM 0,00+0,00? 1,40+0,11¢ 2,95+0,4092 2,53+0,2992 | 1,00+0,06°¢2 0,54+0,03%1
Kiseline
Oktanoi¢na BF 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00!
- 1177
kiselina SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00° 0,38+0,03"2
4-hidroksi-3- 1450 | BF 0,0020,00 0,0020,00 0,0020,00 0,0020,00 0,0020,00 0,00+0,00"
metoksi




Hlapivi spoj .
RI | Misi¢ ooV Soljenje Dimljenje Susenje Zrenje Produljeno
0, isic .
(% ukvl{pne butovi zrenje
povrsine)
benzoi¢na kiselina
(vanilinska SM 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,380,072
kiselina)
Ukupne BF 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00?
kiseline SM 0,00+0,002 0,000,002 0,000,002 0,00+0,002 0,00+0,002 0,750,070

ot

Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka misi¢a BF i SM (n=10) nakon svake faze proizvodnje. BF- m. biceps femoris, SM- m. semimembranosus,
RI- retencijski indeks 9 Razlicita slova oznacavaju statisti¢ki zna¢ajnu razliku izmedu faza proizvodnje (p<0,05; Tukey HSD test) (razlike izmedu faza proizvodnje) -2 razli¢ite brojke oznacavaju
statisti¢ki znacajnu razliku izmedu miSi¢a u istoj fazi proizvodnje (Studentov t-test; p<0,05) (razlike izmedu miSica u istoj fazi proizvodnje). ldentifikacija izdvojenih hlapivih spojeva provedena

je primjenom plinskog kromatografa s masenim spektrometrom (MS).



4.5. Rezultati odredivanja senzorskih karakteristika dimljenoga prSuta (prsut starosti

12 i 18 mjeseci)

U ovom poglavlju prikazani su rezultati odredivanja senzorskih karakteristika dimljenoga
prsuta nakon faza zrenja (12 mjeseci starosti) i produljenog zrenja (18 mjeseci starosti). U

tablici 16 su prikazani rezultati senzorskih ocjena 18 svojstava dimljenoga prsuta.

Tablica 16. Senzorske karakteristike dimljenoga prSuta nakon faza zrenja i produljenog zrenja

(srednja vrijednost & standardna pogreska)

Senzorsko svojstvo ) ) )
Misié¢ Zrenje Produljeno zrenje
(cm)
BF 4,60+0,10! 4,59+0,68"
Intenzitet mirisa
SM 4.97+0,12%2 5,46+0,15"2
BF 4,04+0,10! 3,85+0,571
Po mesu
SM 4,59+0,122 4,95+0,162
BF 3,26+0,09! 3,02+0,441
Dimljeno
SM 4,24+0,10? 4,46+0,182
BF 0,02+0,01 0,00+0,00
Zacinjeno
SM 0,02+0,01 0,00+0,00
BF 0,03+0,02 0,00+0,00
Biljno
SM 0,06+0,02 0,00+0,00
BF 0,67+0,08 0,48+0,07
Biokemijsko
SM 0,60+0,08 0,42+0,09
BF 4,56+0,13%1 5,34+0,79"1
Intenzitet boje misi¢nog tkiva
SM 5,54+0,12%2 6,70+0,14"2
BF 6,72+0,13" 5,450,792
Intenzitet boje masnog tkiva
SM 6,48+0,09° 5,34+0,232
BF 6,03+0,13° 5,170,762
Ujednacenost boje

SM 5,74+0,12° 5,14+0,23?

Mramorirano BF 3,50+0,13? 3,77£0,56
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Senzorsko svojstvo ) ) )
Misié¢ Zrenje Produljeno zrenje
(cm)
SM 1,86+0,06%1 3,28+0,19°
BF 3,42+0,10P2 2,93+0,43%2
VlaZnost povrsine
SM 3,05+0,131 2,15+0,10%1
BF 0,00+0,00 0,00+0,00*
Kristali tirozina
SM 0,03+0,02? 0,24+0,11°2
BF 5,00+0,14°2 4,24+0,6322
Slano
SM 4,56+0,1101 3,68+0,19%1
BF 1,35+0,10 1,56+0,23
Slatko
SM 1,49+0,12 1,43+0,09
BF 1,0240,112 1,24+0,18
Kiselo
SM 0,67+0,06%1 1,21+0,10°
BF 1,63+0,06% 2,27+0,34°1
Gorko
SM 1,60+0,102 2,92+0,16°2
BF 3,25+0,081 2,89+0,43%1
Tvrdoca
SM 4,74+0,0922 6,81+0,11°2
BF 5,47+0,09%2 6,11+0,90°2
Topivost
SM 4,35+0,081 2,60+0,1221

Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka misi¢a BF i SM (n=10) nakon svake
faze proizvodnje. BF- m. biceps femoris, SM- m. semimembranosus. #° Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znac¢ajnu razliku
izmedu faza proizvodnje (Studentov t-test; p<0,05) (razlike izmedu faza proizvodnje) 12 razli¢ite brojke oznadavaju statisticki
znacajnu razliku izmedu misi¢a u istoj fazi proizvodnje (Studentov t-test; p<0,05) (razlike izmedu miSi¢a u istoj fazi

proizvodnje).
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4.6. Rezultati odredivanja meduovisnosti fizikalno-kemijskih, proteolitickih, lipolitickih
i oksidacijskih promjena i odabranih parametara senzorske kvalitete dimljenoga

priuta

Rezultati odredivanja meduovisnosti izmedu fizikalno-kemijskih, proteolitickih, lipolitickih i
oksidacijskih promjena i odabranih parametara senzorske kvalitete u BF i SM tijekom
proizvodnje dimljenoga prSuta odredeni pomoc¢u Pearsonove analize korelacije prikazani su

tablicama 17 18.
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DNPH

TBARS

> dipeptidi

X aminokiseline

P1 (Cd-ninh)

PI (NPN/N)

pH

aw

NaCl

Pepeo

Proteini

Mast

Voda

Vlaknastost

Lom

Otpornost

Zvakljivost

Elasti¢nost

Gumenost

Adhezivnost

Kohezivnost

Adhezivna sila

Tablica 17. Pearsonova analiza korelacije izmedu fizikalno-kemijskih, proteolitickih, lipolitickih i oksidacijskih promjena i odabranih
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DNPH

TBARS

> dipeptidi

X aminokiseline

P1 (Cd-ninh)

PI (NPN/N)

pH

aw

NaCl

Pepeo

Proteini

Mast

Voda

Vlaknastost

Lom

Otpornost

Zvakljivost

Elasti¢nost

Gumenost

Adhezivnost

Kohezivnost

Adhezivna sila -- 0,172
Tvrdoca -- -,291" 0,024 426"
b 0,029 0,824 582" 0,000 3317
a -,5656™ 0,000 ,486™ 0,000 -0,206
L ,390™ 0,002 -0,021 0,872 0,030
r p r p r
Tvrdoca Adhezivna sila Kohezivno

145



DNPH

TBARS

> dipeptidi

X aminokiseline

P1 (Cd-ninh)

PI (NPN/N)

pH

aw

NaCl

Pepeo

Proteini

Mast

Voda

Vlaknastost

Lom

Otpornost

Zvakljivost

Elasti¢nost --

Gumenost -- 723"

Adhezivnost -- ATT 0,000 557"

Kohezivnost A76™ 0,000 ,501™ 0,000 ,366™"

Adhezivna sila 0,189 0,039 0,768 -0,220 0,091 -,287"

Tvrdoca 0,001 ,364™ 0,004 ,809™ 0,000 ,569™

b 0,010 337" 0,009 0,114 0,386 ,266"

a 0,114 -0,220 0,091 -,507" 0,000 -,406™

L 0,817 0,072 0,585 ,282" 0,029 0,131
p r p r p r

Adhezivnost Gumenost Elasti¢nost
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DNPH

TBARS

> dipeptidi

X aminokiseline

P1 (Cd-ninh)

PI (NPN/N)

pH

aw

NaCl

Pepeo

Proteini

Mast

Voda

Vlaknastost

Lom --
Otpornost -- -0,210
Zvakljivost -- -0,220 0,091 ,894™
Elasti¢nost 687" 0,000 -,565™ 0,000 ,696™
Gumenost 0,000 ,894™ 0,000 -0,198 0,130 ,876™
Adhezivnost 0,000 ,450™ 0,000 -,255" 0,050 ,498™
Kohezivnost 0,004 A79™ 0,000 -0,092 0,484 ,465™
Adhezivna sila 0,026 -,345™ 0,007 272" 0,035 -,343™
Tvrdoca 0,000 ,795™ 0,000 -0,132 0,315 ,824™
b 0,040 -0,025 0,850 -0,152 0,246 -0,004
a 0,001 -,620™ 0,000 0,022 0,866 -,562"™
L 0,319 313" 0,015 0,069 0,600 274"
p r p r p r
Zvakljivost Otpornost Lom
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DNPH

TBARS

> dipeptidi

X aminokiseline

P1 (Cd-ninh)

PI (NPN/N)

pH

aw

NaCl

Pepeo

Proteini

Mast -

Voda -- -,820™

Vlaknastost -- -,288" 0,026 0,117

Lom ,268" 0,038 ,635™ 0,000 - 775™

Otpornost 0,108 0,050 0,707 - 377 0,003 ,308"

Zvakljivost 0,000 257" 0,048 662" 0,000 -, 799"

Elasti¢nost 0,000 0,146 0,265 744" 0,000 -,663™

Gumenost 0,000 279" 0,031 ,682"" 0,000 -,719™

Adhezivnost 0,000 -0,067 0,613 ,590™ 0,000 -,500™

Kohezivnost 0,000 0,176 0,179 4317 0,001 -,389™

Adhezivna sila 0,007 -0,217 0,095 -0,066 0,616 ,375™

Tvrdoca 0,000 0,169 0,196 -,658"™ 0,000 -, 761"

b 0,977 -0,159 0,225 ,465™ 0,000 -0,051

a 0,000 0,062 0,638 -,554™ 0,000 ,653™

L 0,034 -,338" 0,008 ,318" 0,013 -,383"
p r p r p r

Vlaknastost Voda Mast
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DNPH

TBARS

> dipeptidi

X aminokiseline

P1 (Cd-ninh)
PI (NPN/N)
pH
aw
NaCl -
Pepeo -- ,965™
Proteini -- -,831" 0,000 -,756™
Mast -, 7317 0,000 ,600™ 0,000 ,498™
Voda 0,000 ,943™ 0,000 -,887" 0,000 -,818™
Vlaknastost 0,373 -,414™ 0,001 0,217 0,096 0,190
Lom 0,000 471 0,000 -, 479™ 0,000 -,450™
Otpornost 0,017 -,399™ 0,002 ,395™ 0,002 314"
Zvakljivost 0,000 ,493™ 0,000 -,493™ 0,000 -,428™
Elasti¢nost 0,000 ,664™ 0,000 -,683™ 0,000 -,623™
Gumenost 0,000 513" 0,000 -,576™ 0,000 -,5645™
Adhezivnost 0,000 ,519™ 0,000 -,660™ 0,000 -,646™
Kohezivnost 0,002 ,298" 0,021 -,530™ 0,000 -,582™
Adhezivna sila 0,003 -0,075 0,571 -0,233 0,074 -,363™
Tvrdoca 0,000 ,509™ 0,000 -,493™ 0,000 423"
b 0,699 ,483™ 0,000 -,690™ 0,000 -,761™
a 0,000 -,540™ 0,000 ,264" 0,041 0,159
L 0,003 257" 0,048 -0,197 0,132 -0,159
p r p r p r
Proteini Pepeo NaCl
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DNPH

TBARS

> dipeptidi

X aminokiseline

P1 (Cd-ninh)
PI (NPN/N) -
pH - 0,085
aw -- -0,130 0,321 ,799™
NaCl -, 707" 0,000 0,088 0,504 -,635™
Pepeo 0,000 -,793™ 0,000 0,059 0,654 ,669™
Proteini 0,000 ,906™ 0,000 -0,118 0,368 -,716™
Mast 0,000 -,842™ 0,000 0,103 0,433 17
Voda 0,000 ,945™ 0,000 -0,170 0,195 763"
Vlaknastost 0,146 -,259" 0,046 0,146 0,265 257"
Lom 0,000 ,704™ 0,000 -0,050 0,703 -,634™
Otpornost 0,015 -,338™ 0,008 -0,002 0,986 ,435™
Zvakljivost 0,001 714™ 0,000 -0,091 0,487 -,627"
Elasti¢nost 0,000 ,735™ 0,000 -0,078 0,555 -,613™
Gumenost 0,000 697 0,000 -0,095 0,471 -,639™
Adhezivnost 0,000 ,560™ 0,000 -0,130 0,324 -,492™
Kohezivnost 0,000 ,409™ 0,001 -0,180 0,169 -,344™
Adhezivna sila 0,004 -0,218 0,094 -0,115 0,383 0,151
Tvrdoca 0,001 -,694™ 0,000 0,085 0,520 -,580™
b 0,000 ,305" 0,018 -0,114 0,387 -0,223
a 0,226 -,678™ 0,000 0,208 0,111 471
L 0,224 ,344™ 0,007 -0,059 0,655 -,350™

p r p r p r

aw pH Pl
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DNPH
TBARS
> dipeptidi --
Y aminokiseline -- -0,073
PI (Cd-ninh) - ,829™ 0,000 373
P1 (NPN/N) 744 0,000 7447 0,000 ,620™
pH 0,518 0,206 0,114 0,142 0,280 -0,232
aw 0,000 ,848™ 0,000 ,836™ 0,000 727
NaCl 0,000 -,525™ 0,000 -,894™ 0,000 -,464™
Pepeo 0,000 ,610™ 0,000 ,853™ 0,000 -,530™
Proteini 0,000 -,820™ 0,000 -,839™ 0,000 587"
Mast 0,000 ,648™ 0,000 792" 0,000 - 771
Voda 0,000 794 0,000 ,920™ 0,000 712
Vlaknastost 0,047 ,402"™ 0,001 0,121 0,358 -0,144
Lom 0,000 -,501™ 0,000 -,745™ 0,000 ,718™
Otpornost 0,001 ,305" 0,018 0,232 0,074 -0,101
Zvakljivost 0,000 -,526™ 0,000 -, 744™ 0,000 737
Elasti¢nost 0,000 -,545™ 0,000 -,719™ 0,000 532"
Gumenost 0,000 -,528"™ 0,000 - 7717 0,000 ,735™
Adhezivnost 0,000 -,410™ 0,001 -,605™ 0,000 ,409™
Kohezivnost 0,007 -0,251 0,053 -,498"™ 0,000 317"
Adhezivna sila 0,249 0,192 0,142 -0,036 0,786 -0,124
Tvrdoca 0,000 -,532™ 0,000 -,714™ 0,000 877
b 0,086 -0,242 0,063 -, 470™ 0,000 0,084
a 0,000 642" 0,000 537" 0,000 -,612™
L 0,006 -,315" 0,014 -,296" 0,022 566"

p r p r p r

Pl (Cd-inhidrin) ¥ aminokiseline ¥ dipeptidi
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DNPH

TBARS - 0,105 0,423
> dipeptidi -,638™ 0,000 607" 0,000
¥ aminokiseline 0,495 ,850™ 0,000 ,569™ 0,000
PI (Cd-ninh) 0,002 578" 0,000 641 0,000
PI (NPN/N) 0,000 687" 0,000 0,229 0,078
pH 0,074 0,086 0,515 -0,106 0,420
aw 0,000 -, 744" 0,000 -0,131 0,319
NaCl 0,000 851" 0,000 0,202 0,121
Pepeo 0,000 ,830™ 0,000 0,165 0,207
Proteini 0,000 -, 722" 0,000 -0,128 0,331
Mast 0,000 ,640™ 0,000 -0,086 0,513
Voda 0,000 -,819™ 0,000 -0,087 0,508
Vlaknastost 0,274 ,313" 0,015 0,053 0,686
Lom 0,000 -,583" 0,000 -0,036 0,787
Otpornost 0,443 0,139 0,290 -0,007 0,957
Zvakljivost 0,000 -,528" 0,000 -0,011 0,935
Elasti¢nost 0,000 -,540™ 0,000 -0,100 0,447
Gumenost 0,000 611" 0,000 -0,081 0,539
Adhezivnost 0,001 -,618™ 0,000 -0,021 0,871
Kohezivnost 0,013 -,529™ 0,000 -0,033 0,803
Adhezivna sila 0,345 -0,225 0,084 -0,121 0,356
Tvrdoca 0,000 -,562™ 0,000 -0,081 0,538
b 0,525 -,480™ 0,000 -0,161 0,219
a 0,000 ,258" 0,047 0,048 0,715
L 0,000 -,380™ 0,003 -0,107 0,417
p r p r p
TBARS DNPH

=60

**n < 0,01, * p <0,05, Dvosmjerni test (engl., 2-tailed test), N
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Tumacenje koeficijenata korelacije: 0,00-0,10 (zanemariva korelacija), 0,10-0,39 (slaba korelacija), 0,40-0,69 (umjerena korelacija), 0,70-0,89 (jaka korelacija), 0,89—

1,00 (vrlo jaka korelacija).




DNPH

TBARS

Ydipeptidi

Y aminokiseline

P1 (Cd-ninh)

PI (NPN/N)

pH

aw

NaCl

Pepeo

Proteini

Mast

Voda

Vlaknastost

Lom

Otpornost

Zvakljivost

Elasti¢nost

Gumenost

Adhezivnost

Kohezivnost

Adhezivna sila

Tvrdoc¢a

a -- 0,099 0,450

L -- -0,071 0,588 ,403™ 0,001

Tablica 18. Pearsonova analiza korelacije izmedu fizikalno-kemijskih, proteolitickih, lipolitickih i oksidacijskih promjena i odabranih

parametara senzorske kvalitete u misi¢cu SM
(o
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DNPH

TBARS

Ydipeptidi

Y aminokiseline

P1 (Cd-ninh)

PI (NPN/N)

pH

aw

NaCl

Pepeo

Proteini

Mast

Voda

Vlaknastost

Lom

Otpornost

Zvakljivost

Elasti¢nost

Gumenost

Adhezivnost

Kohezivnost

Adhezivna sila -- 574™ 0,000

Tvrdoca -- -0,146 0,266 -,323" 0,012

b -,5659™ 0,000 ,390™ 0,002 753" 0,000

a -,259" 0,046 -0,253 0,052 -0,182 0,165

L -,279" 0,031 632" 0,000 559" 0,000
r P r p r p

Tvrdoca Adhezivna sila Kohezivnost
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DNPH

TBARS

Ydipeptidi

Y aminokiseline

P1 (Cd-ninh)

PI (NPN/N)

pH

aw

NaCl

Pepeo

Proteini

Mast

Voda

Vlaknastost

Lom

Otpornost

Zvakljivost

Elasti¢nost --

Gumenost -- -0,204 0,117

Adhezivnost -- -,328" 0,011 ,682™ 0,000

Kohezivnost ,854™ 0,000 -,309" 0,016 681" 0,000

Adhezivna sila ,626™ 0,000 -0,153 0,242 0,150 0,253

Tvrdoca -,335™ 0,009 6517 0,000 -0,083 0,530

b 671" 0,000 -, 475™ 0,000 520" 0,000

a -0,163 0,213 -0,051 0,700 -0,046 0,725

L 726" 0,000 -,351" 0,006 361" 0,005
r P r p r p

Adhezivnost Gumenost Elasti¢nost
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DNPH

TBARS

Ydipeptidi

Y aminokiseline

P1 (Cd-ninh)

PI (NPN/N)

pH

aw

NaCl

Pepeo

Proteini

Mast

Voda

Vlaknastost

Lom --
Otpornost -- 0,185 0,158
Zvakljivost -- ,362™ 0,004 ,839™ 0,000
Elasti¢nost -0,091 0,490 0,243 0,061 -0,112 0,393
Gumenost ,803™ 0,000 318" 0,013 707" 0,000
Adhezivnost -0,253 0,051 0,109 0,406 -0,222 0,089
Kohezivnost -0,201 0,123 0,133 0,309 -0,163 0,212
Adhezivna sila -0,093 0,479 -0,017 0,896 -0,066 0,617
Tvrdoca ,806™ 0,000 0,231 0,076 711" 0,000
b -,507™ 0,000 -0,077 0,561 -,473™ 0,000
a -,305" 0,018 -0,067 0,611 -,376™ 0,003
L -0,243 0,061 -0,101 0,444 -0,229 0,079
r P r p r p
Zvakljivost Otpornost Lom
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DNPH

TBARS

Ydipeptidi

Y aminokiseline

P1 (Cd-ninh)

PI (NPN/N)

pH

aw

NaCl

Pepeo

Proteini

Mast -

Voda -- -,835™ 0,000

Vlaknastost -- -,395™ 0,002 0,212 0,105

Lom ,364™ 0,004 -0,149 0,255 0,030 0,821

Otpornost 321" 0,012 0,072 0,582 -0,131 0,320

Zvakljivost ,401™ 0,001 -0,160 0,222 0,078 0,554

Elasti¢nost 0,067 0,609 675" 0,000 -,786™ 0,000

Gumenost ,645™ 0,000 425" 0,001 317" 0,014

Adhezivnost -0,065 0,622 ,795™ 0,000 -,674™ 0,000

Kohezivnost 0,018 0,894 752" 0,000 -,648™ 0,000

Adhezivna sila -0,153 0,243 573" 0,000 -,329" 0,010

Tvrdoca ,323" 0,012 -0,178 0,174 0,105 0,423

b -0,074 0,574 526" 0,000 -,452™ 0,000

a -0,031 0,815 -,265" 0,041 0,175 0,180

L =377 0,003 734 0,000 -,514™ 0,000
r P r p r p

Vlaknastost Voda Mast
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DNPH

TBARS

Ydipeptidi

Y aminokiseline

P1 (Cd-ninh)

PI (NPN/N)

pH

aw

NaCl -

Pepeo -- 971" 0,000

Proteini -- -,287" 0,026 -,352™ 0,006

Mast -,660™ 0,000 -0,075 0,571 -0,024 0,857

Voda ,799™ 0,000 -0,081 0,538 -0,148 0,258

Vlaknastost -,560" 0,000 0,016 0,905 0,034 0,795

Lom -,340™ 0,008 3797 0,003 3757 0,003

Otpornost -0,050 0,702 0,052 0,693 0,042 0,750

Zvakljivost -,370™ 0,004 456" 0,000 438" 0,000

Elasti¢nost ;392" 0,002 0,031 0,815 -0,024 0,856

Gumenost -572" 0,000 ,258" 0,046 ,259" 0,045

Adhezivnost 641" 0,000 -,482™ 0,000 -,523™ 0,000

Kohezivnost 547" 0,000 -,340™ 0,008 -,397" 0,002

Adhezivna sila 573" 0,000 -,545™ 0,000 -,585™ 0,000

Tvrdoca -,409™ 0,001 528" 0,000 ,546™ 0,000

b ,400™ 0,002 -,380™ 0,003 -,430™ 0,001

a -0,098 0,457 -0,131 0,319 -0,123 0,349

L ,720™ 0,000 -, 473" 0,000 -,526™ 0,000
r P r p r p

Proteini Pepeo NaCl
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DNPH
TBARS
Ydipeptidi
Y aminokiseline
P1 (Cd-ninh)
PI (NPN/N) -
pH -- 0,066 0,614
aw -- ,506™ 0,000 ,499™ 0,000
NaCl -0,717 0,019 -,276" 0,033 0,093 0,481
Pepeo -0,118 0,369 -,296" 0,022 0,031 0,811
Proteini 7797 0,000 -,441™ 0,000 -,505™ 0,000
Mast -,696™ 0,000 337 0,009 653" 0,000
Voda ,902"™ 0,000 -,490™ 0,000 627" 0,000
Vlaknastost - 577" 0,000 283" 0,029 0,216 0,098
Lom -0,170 0,193 -0,171 0,190 279" 0,031
Otpornost -0,047 0,721 -0,024 0,853 -0,133 0,310
Zvakljivost -0,183 0,162 -,269" 0,038 277" 0,032
Elasti¢nost 497 0,000 -0,202 0,121 -,614™ 0,000
Gumenost -,481" 0,000 -0,022 0,866 454" 0,000
Adhezivnost ,655™ 0,000 -0,200 0,126 -,659™ 0,000
Kohezivnost ,589"™ 0,000 -,262" 0,043 -,594™ 0,000
Adhezivna sila 512" 0,000 -0,141 0,283 -0,214 0,100
Tvrdoca -0,166 0,205 -0,198 0,128 -,349™ 0,006
b ,362™" 0,004 -0,005 0,969 -,561™ 0,000
a -0,241 0,064 0,221 0,090 0,145 0,269
L , 751" 0,000 -,263" 0,043 -,352™ 0,006

r P r p r p

aw pH PI (NPN/N)
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DNPH
TBARS
Ydipeptidi --
Y aminokiseline -- 0,010 0,927
P1 (Cd-ninh) -- 842" 0,000 507" 0,000
Pl (NPN/N) ,543™ 0,000 ,610™ 0,000 ,520™ 0,000
pH ,580™ 0,000 573" 0,000 -0,122 0,353
aw 767" 0,000 ,788™ 0,000 A7 0,001
NaCl -0,659 0,005 -0,067 0,610 -,259" 0,045
Pepeo -0,112 0,394 -0,136 0,299 -0,183 0,162
Proteini -,696™ 0,000 -,641™ 0,000 ,370™ 0,004
Mast ,520™ 0,000 ,811™ 0,000 -,490™ 0,000
Voda 754" 0,000 ,935™ 0,000 527" 0,000
Vlaknastost 596" 0,000 0,231 0,076 -0,019 0,888
Lom 287" 0,026 -0,080 0,544 -,264" 0,042
Otpornost 0,176 0,179 -0,163 0,215 0,066 0,615
Zvakljivost 312" 0,015 -0,101 0,442 -,314" 0,015
Elasti¢nost -,410™ 0,001 -,677 0,000 484" 0,000
Gumenost ,538™ 0,000 0,201 0,124 -,366™ 0,004
Adhezivnost -, 472" 0,000 -,695™ 0,000 552" 0,000
Kohezivnost - 471" 0,000 -, 739" 0,000 742" 0,000
Adhezivna sila -,289" 0,025 -,494™ 0,000 ,346™ 0,007
Tvrdoca 0,226 0,083 -0,039 0,765 -,347™ 0,007
b -,351™ 0,006 -,459™ 0,000 ,816™ 0,000
a 0,209 0,109 ,365™ 0,004 -0,056 0,670
L -,496™ 0,000 -,574™ 0,000 323" 0,012

r P r p r p

P1 (Cd-ninhidrin) ¥ aminokiseline ¥ dipeptidi

161



DNPH -

TBARS -- 0,061 0,644
Ydipeptidi -,652™ 0,000 612" 0,000
¥ aminokiseline ,725™ 0,000 ,610™ 0,000
P1 (Cd-ninh) AT4T 0,000 ,588™ 0,000
PI (NPN/N) 463" 0,000 467" 0,004
pH 357 0,005 -0,065 0,624
aw -, 7417 0,000 -0,020 0,880
NaCl ,494™ 0,002 -0,004 0,973
Pepeo 322" 0,012 0,007 0,956
Proteini -,658™ 0,000 -0,064 0,625
Mast ,625™ 0,000 0,117 0,372
Voda -,790™ 0,000 -0,083 0,527
Vlaknastost 0,242 0,062 0,017 0,897
Lom 0,043 0,743 0,029 0,827
Otpornost -0,070 0,596 -0,052 0,695
Zvakljivost 0,092 0,484 0,106 0,420
Elasti¢nost -,503™ 0,000 -0,089 0,499
Gumenost ,303" 0,018 0,184 0,159
Adhezivnost -, 743™ 0,000 -0,129 0,328
Kohezivnost =737 0,000 -0,175 0,182
Adhezivna sila -,683" 0,000 -0,060 0,650
Tvrdoca 0,194 0,137 0,096 0,465
b -,526™ 0,000 -0,197 0,132
a ,351™ 0,006 0,200 0,126
L -,635™ 0,000 0,033 0,803

r p r p
TBARS DNPH

60
Tumacenje koeficijenata korelacije: 0,00-0,10 (zanemariva korelacija), 0,10-0,39 (slaba korelacija), 0,40-0,69 (umjerena korelacija), 0,70-0,89 (jaka korelacija), 0,89—

**p<0,01, * p <0,05, Dvosmjerni test (engl., 2-tailed test), N

1,00 (vrlo jaka korelacija).
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5. RASPRAVA



5.1. Fizikalno-kemijski parametri tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta
5.1.1. Boja i tekstura tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

Za kvalitetu prSuta izrazito su vazna svojstva poput boje i teksture jer osim Sto imaju vaznu
ulogu prilikom kod potrosaca, mogu biti i vazan pokazatelj brojnih promjena koje se odvijaju
prilikom tehnoloskog postupka proizvodnje. Boja prsuta proizvoda ovisi 0 udjelu vode i masti,

koncentraciji mioglobina, ali i razli¢itim vanjskim utjecajima (Téldra, 2002; Kovacevi¢, 2017).

Odredivanje boje provedeno je instrumentalnim mjerenjem vrijednosti koordinata svjetline
(L*), spektra od zelene do crvene boje (a*) te spektra od plave do zute boje (b*). U tablici 8
prikazani su rezultati odredivanja boje u misi¢ima BF 1 SM tijekom proizvodnje dimljenoga
prSuta. Parametri L*, a* 1 b* statisti¢ki su se znacajno (p<0,05) mijenjali kroz proces u oba
misi¢a, a trend njihovih promjena tijekom 18 mjeseci proizvodnje u skladu je s onima
odredenima u istraZivanjima Celta prSuta (Bermidez i sur 2014a; Bermudez i sur., 2018).
Pritom je tijekom proizvodnje doslo do znacajnog (p<0,05) pada parametra svjetline (L*) u
misi¢ima, od 54,02-51,71 u BF i 54,41-46,52 u SM. Parametar L* je opcéenito u visokoj
pozitivnoj korelaciji s udjelom vode (Bermudez i sur., 2017). Smanjuje se kroz proizvodnju
kao posljedica dehidratacije (Andres i sur., 2005a) jer gubitak vode u miSi¢ima dovodi do
koncentriranja pigmenata boje i posljedi¢no nizim vrijednostima L* (Sanabria i sur., 2004).
Takoder, utvrdeno je da L* vrijednost pada porastom koncentracije soli koja pridonosi
oksidaciji mioglobina i posljedi¢no tamnjenju misi¢nog tkiva prsuta (Li i sur., 2020a; Costa i
sur., 2008). Iz rezultata je vidljivo kako je pad L* bio izraZeniji u SM, §to je vjerojatno
posljedica jace dehidratacije, vecih koncentracija soli i jace adhezije komponenata dima, s
obzirom na vanjsku lokaciju tog misi¢a u butu tijekom proizvodnje. Ovisnost parametra L* i
udjela vode i aw tijekom proizvodnje u SM odreden u ovom istrazivanju takoder je utvrden
visokim stupanjem pozitivne korelacije izmedu tih parametara ( p<0,01; r > + 0,70) (tablica
18).

Vrijednosti a* kojom se mjeri crvenost mesa blago su, no statisti¢ki znacajno (p < 0,05)
porasle tijekom proizvodnje u oba miSica, od 2,96 - 3,83 u BF i 1,77 - 2,01 u SM. Znacajno
vece (p<0,05) vrijednosti odredene su u BF tijekom proizvodnje, kao i u gotovom dimljenom
prsutu. [zraZeniji pad a* u SM kroz proizvodnju vjerojatno je povezan s intenzivnijim suSenjem
tog misica buduci da je utvrdena negativna korelacija (p<0,01) a*s udjelom vode i aw (tablice
171 18), a povezan je sa stvaranjem smedeg pigmenta metmioglobina koji nastaje oksidacijom

mioglobina (Sanabria i sur., 2004).
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Vrijednosti b* statisticki su znacajno (p < 0,05) padale kroz proces, od 8,30-5,39 u BF
i 8,20-3,96 u SM. Analizom korelacije utvrdena je pozitivna korelacija (p<0,01) parametra b*
s udjelom vode i negativna s udjelom NaCl-a i oksidacije masti u oba misica (tablice 17 i 18).
Stoga se moze zakljuciti kako je izrazeniji pad b* odreden u SM, a posebno nakon faze
dimljenja, posljedica viSih koncentracija soli 1 vece oksidacije masti u tom miSi¢u. Vise
vrijednosti L*, a* 1 b* parametara u misicu BF u usporedbi sa SM nakon 18 mjeseci
proizvodnje izmjerene su i u istrazivanjima na Celta (Bermudez i sur., 2014a) i Iberijskom
prSutu (Sanabria i sur., 2004; Cilla i sur., 2005). Istrazivani miSi¢i Iberijskog i Celta prSuta
(Sanabria i sur., 2004; Bermudez i sur., 2014a) imali su niZe vrijednosti svjetline i viSe
vrijednosti crvenosti od onih u ovom istrazivanju. Navedene razlike mogu biti posljedica
razlika u karakteristikama sirovine (genetsko porijeklo i nacin uzgoja svinja), ali i dodatka
nitrita koji se uobi¢ajeno primjenjuju pri proizvodnji tih vrsta prSuta (Sanabria i sur., 2004;

Candek-Potokar i Skrlep, 2012).

U tablici 9 prikazani su rezultati odredivanja teksture u misi¢ima BF 1 SM tijekom proizvodnje
dimljenoga prsuta. Instrumentalno mjerenje teksture provedeno je primjenom TPA analize.
Rezultati su obradeni sa softwareom NexygenPlus te su dobiveni sljede¢i parametri: tvrdoc¢a
(N), adhezivna sila (N), kohezivnost, adhezivnost (Nmm), gumenost (N), elasticnost (mm),
zvakljivost (Nmm), otpornost, prijelom (N) i vlaknastost (mm). Poznato je kako je formiranje
tijekom proizvodnje (Harkouss i sur., 2015), a intenzivna razgradnja glavnih strukturalnih
miofibrilarnih proteina rezultira omeksavanjem misi¢nog tkiva (Théron i sur., 2011; Bermudez
i sur., 2015; Lopez-Pedrouso i sur., 2018). Prethodnim istrazivanjima teksture prSuta utvrdeno
je kako se tijekom faza soljenja i suSenja odvijaju najznacéajnije promjene teksture zbog ove
dvije faze Cega predstavljaju najznacajnije faze za kona¢nu teksturu prsuta (Serra i sur., 2005;
Harkouss i sur., 2015; Lopez-Pedrouso i sur., 2018). Parametri teksture u misi¢ima statisti¢ki
su se znacajno (p<0,05) mijenjali kroz proces.

Tvrdo¢a (N) je u oba miSi¢a znacajno (p<0,05) porasla tijekom prve polovice
proizvodnog procesa, $to se moze pripisati dodatku NaCl-a u fazi soljenja te gubitku vode,
budu¢i da difuzijom soli u miSi¢je buta, voda iz miSiéja istovremeno izlazi van (fenomen
osmotske dehidracije) (Petrova i sur., 2015a). Ocekivano, izrazeniji porast tvrdoce izmjeren je
u SM, koji je zbog vanjske lokacije u butu tijekom proizvodnje izloZen intenzivnijem
prodiranju soli i dehidrataciji. Analizom korelacije (tablice 17 i 18) utvrdena je pozitivna

korelacija (p<0,01, r > +0,40) izmedu tvrdo¢e (N) i NaCl-a u oba miSic¢a, kao i negativna
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korelacija (p<0,01, r > - 0,65) s udjelom vode i aw u BF. Jaka povezanost parametra tvrdoce s
udjelom NaCl-a i vode utvrdena je i u istrazivanjima na Serrano (Ruiz-Ramirez i sur., 2006),
Kraskom (Andronikov i sur., 2013), Bayonne (Harkouss i sur., 2015), Celta (BermUdez i sur.,
2017) i kineskom (Zhou i sur., 2020a) prsutu. Nakon faze zrenja doslo je znacajnog (p<0,05)
omeksavanja oba miSica, kao posljedica intenzivne proteolize u zavrSnim fazama proizvodnje
(slike 24 i 25). Utjecaj proteolitickih procesa na tvrdo¢u dimljenog prsuta utvrden je i
negativnom korelacijom (p<0,01) izmedu parametra tvrdoCe i indeksa proteolize i
proteolitickih produkata (aminokiselina i dipeptida) (tablice 17 1 18). Isti trend pada tvrdo¢e u
misi¢ima BF i SM nakon zrenja utvrden je i u drugim istraZivanjima na Bayonne (Monin i sur.,
1997) i Spanjolskim prsutima (Virgili i sur., 1995). Misi¢ SM imao je statisti¢ki zna¢ajno
(p<0,05) vecu tvrdo¢u (N) na kraju proizvodnje, sukladno istrazivanjima Iberijskog (Cilla i
sur., 2005) 1 Kraskog (Andronikov i sur., 2013; Pugliese i sur., 2015) prSuta nakon produljenog
zrenja.

Adhezivna sila (N) parametar je koji oznacava mjeru ,,ljepljivosti* uzorka, odnosno silu
koja je potrebna da se mjerna sonda teksturometra odlijepi s uzorka (Wee i sur., 2018). Tijekom
proizvodnje dimljenog prsuta izmjeren je znacajni pad (p<0,05) vrijednosti adhezivne sile, uz
kona¢ne niZe vrijednosti izmjerene u SM u odnosu na BF. S obzirom na povezanost ovog
parametra s NaCl-om (tablice 17 i 18), moze se pretpostaviti kako je izrazeniji pad adhezivne
sile u SM posljedica visih udjela NaCl-a tijekom proizvodnje. Dobivene vrijednosti u skladu
su s onima izmjerenima na uzorcima BF 1 SM Dalmatinskog prSuta razli¢itih proizvodaca
(Marusi¢ Radov¢ié i sur., 2019b). U literaturi nisu dostupni detaljniji podaci o vrijednostima
ovog parametra tijekom proizvodnje prSuta, no poznato je kako je mjerenje ovog parametra
prikladnije za ispitivanja mekse hrane poput sirovog mesa (Wee i sur., 2018). Stoga se u sklopu
ove disertacije provelo i istrazivanje adhezivne sile (N), parametra koji je primjereniji za
ispitivanje teksturalnih svojstava prsuta u raznim fazama proizvodnje.

Adhezivnost (Nmm) je parametar u jakoj korelaciji s udjelom soli (Harkouss i sur.,
2015) 1 proteolitickim procesima (Lopez-Pedrouso 1 sur., 2018), Sto je takoder utvrdeno 1 U
ovom istrazivanju (p<0,01) (tablice 17 1 18). Adhezivnost oba miSi¢a se znacajno (p<0,05)
smanjivala tijekom procesa, a isti trend odredili su Harkouss i sur. (2015) kroz proizvodnju
Bayonne prSuta u miSi¢ima BF i SM, no uz mnogo nize vrijednosti od onih odredenih u ovom
istrazivanju. Pad adhezivnosti miSi¢a povezan je sa suSenjem mesa i Zelatinizacijom proteina,
Sto za posljedicu ima poboljSanu narezivost prSuta (Bozkurt 1 Bayram, 2006). Adhezivnost je
na kraju procesa bila znacajno veca (p<0,05) u miSicu BF u odnosu na SM, sukladno

rezultatima na Spanjolskim vrstama prSuta (Cilla i sur., 2005; Harkouss 1 sur., 2015). Nize
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vrijednosti adhezivnosti u SM mogu se pripisati intenzivnijem gubitkom vode i izloZenosti
visSim koncentracijama NaCl-a u pocetnim fazama procesa (tablica 10).

Elasti¢nost (mm) i kohezivnost su TPA parametri povezani s vrijednostima aw I udjelom
vode (Ruiz-Ramirez i sur., 2006) (tablice 17 i 18). Vrijednosti elasti¢nosti i kohezivnosti su
znacajno (p<0,05) padale tijekom proizvodnje u oba miSi¢a, vjerojatno kao posljedica
postepenog gubitka vode (tablica 10). Znacajno (p<0,05) vise vrijednosti ovih parametara
tijekom proizvodnje u BF mogu se pripisati vi§im udjelima vode u tom misi¢u, sukladno
rezultatima prethodnih istrazivanja (Cilla i sur., 2005; Andronikov i sur., 2013; BermuUdez i
sur., 2017) kojima su utvrdene viSe vrijednosti kohezivnosti i elasti¢nosti u uzorcima misica
prsuta s visim udjelima vode. U drugim istrazivanjima je takoder odreden pad elasticnosti
tijekom proizvodnje drugih vrsta pruta i sli¢nih proizvoda (Lorenzo, 2014; Harkouss i sur.,
2015), no za razliku od rezultata dobivenih u ovom istrazivanju, autori nisu odredili pad
kohezivnosti tijekom proizvodnje.

Parametri gumenosti (N), zvakljivosti (Nmm) i prijeloma (N) takoder su povezani s
udjelom vode (Serra i sur., 2005; Andronikov i sur., 2013; Lorenzo, 2014) i NaCl u misi¢ima
(tablica 17 1 18). Navedeni parametri znacajno (p<0,05) su se smanjivali u misi¢ima kroz
proizvodnju do faze zrenja, prateci isti trend kao parametar tvrdo¢e (N), s kojim su ovi
parametri u visokoj korelaciji (p<0,01) (tablice 17 i 18). Nakon faze produljenog zrenja
odreden je znacajan porast ovih parametara u misi¢ima, vjerojatno kao posljedica porasta
tvrdoce, sukladno istrazivanju Lorenza (2014) u kojem je takoder odreden porast gumenosti i
zvakljivosti s porastom tvrdo¢e u suhomesnatom proizvodu ,,Cecina“. U miSi¢u BF izmjerene
su znacajno nize (p<0,05) vrijednosti ovih parametara tijekom proizvodnje i u gotovom prsutu
nakon 18 mjeseci proizvodnje, sukladno istrazivanjima na Kraskom (Andronikov i sur., 2013;
Pugliese i sur., 2015) i Teruel (Cilla i sur., 2005) prsutu.

Otpornost je definirana kao sposobnost uzorka da vrati svoju izvornu visinu nakon
kompresije mjernom sondom (Wee i sur., 2018). Vrijednosti ovog parametra znac¢ajno (p<0,05)
su se mijenjale kroz proces uz blagi konacan porast u zadnjoj fazi proizvodnje. Kona¢ne
vrijednosti otpornosti odredene u ovom istrazivanju nize su od onith na BF i SM Kraskog prSuta
(Andronikov i sur., 2013) i raznih vrsta kineskih prsuta (Li i sur., 2020Db).

Vlaknastost (mm) miSi¢nog tkiva ocekivano je rasla tijekom procesa, vjerojatno kao
posljedica gubitka vode u misi¢ima (tablica 10). Na kraju proizvodnje nisu odredene statisticki
znaCajne razlike (p>0,05) izmedu dva istraZzivana miSi¢a. Vrijednosti vlaknastosti (mm)
paralelno su rasle s porastom gumenosti (N) 1 Zvakljivosti (Nmm) s kojima je ovaj parametar

povezan (tablice 17 i 18).
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5.1.2. Osnovni kemijski sastav, pH i aw vrijednost tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

Promjene u fizikalno-kemijskim parametrima zajedno s biokemijskim promjenama dovode do
pretvorbe sirovog misi¢ja buta u prsut (Toldrd, 1998). Osim osnovnog kemijskog sastava,
najvazniji parametri koji se prate tijekom proizvodnje su udio NaCl-a i vrijednosti pH i aw, S
obzirom da predstavljaju klju¢ne faktore za odvijanje biokemijskih procesa i mikrobioloSku
stabilnost prsuta (Toldra, 2002). U tablici 10 prikazani su rezultati odredivanja fizikalno-

kemijskih parametara u misi¢ima BF i SM tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta.

Tijekom Sest faza proizvodnje dimljenog prsuta, doslo je do statisticki znacajnih (p<0,05)
promjena u svim istrazivanim fizikalno-kemijskim parametrima miSi¢a BF 1 SM. Razlike u
intenzitetu i tijeku navedenih promjena zabiljeZene u ovom istrazivanju primarno su posljedica
razli¢ite anatomske lokacije miSi¢a u butu. Udio vode (% ukupne mase uzorka) postepeno se
smanjivao (p<0,05) kroz proizvodnju, od 74,82 % - 49,17 % u BF i 74,42 % - 34,75 % u SM.
Tijekom cijelog procesa, kao 1 u gotovom prsutu nakon 18 mjeseci proizvodnje, odreden je
statisticki znacajno visi (p < 0,05) udio vode u misi¢u BF. Navedeno je posljedica njegove
unutarnje pozicije u butu tijekom proizvodnje, kao i prekrivenosti kozom i potkoznim masnim
tkivom, zbog Cega je zastiCen od brze dehidratacije i prodiranju visokih koncentracija soli
(Harkouss i sur., 2015). S druge strane, izlozenost SM intenzivnijem su$enju i brzom prodiranju
soli dovela je do intenzivnije dehidratacije i znacajnijeg (p < 0,05) gubitka vode. Najveci
gubitak vode odreden je nakon faza zrenja 1 produljenog zrenja u oba misica, §to je posljedica
duljine provodenja tih faza (svaka po Sest mjeseci), ali i mikroklimatskih uvjeta u komorama
za zrenje (viSe temperature i niza RH) (Marusi¢ Radov¢i¢ i sur., 2021). Konacni udjeli vode u
istrazivanim mi$i¢ima (34,75-49,17 %) udovoljavaju zahtjevima propisanima Specifikacijom
za Dalmatinski prsut (40-55 % vode) (Kos i sur., 2015)

Udio intramuskularne masti (% s.tv) kretao se od 5,54 % - 15,70 % u BF i 6,00 % -
17,21 % u SM. U pocetnim fazama proizvodnje je odreden znacajni (p<0,05) pad udjela masti
u oba misSica, vjerojatno kao posljedica dodatka i distribucije NaCl-a u miSi¢ima uslijed cega
je doslo do pada udjela masti u ukupnom sadrzaju suhe tvari (Bermddez i sur., 2014a). U
posljednjim fazama procesa (zrenje 1 produljeno zrenje) odreden je znacajni (p<0,05) porast
udjela masti, Sto je posljedica intenzivne dehidratacije i porasta udjela suhe tvari u miSi¢ima.
Tijekom prvih pet faza proizvodnje u misi¢u SM odredeni su znacajno visi (p<0,05) udjeli
masti u odnosu na BF, vjerojatno kao posljedica vanjske lokacije SM tijekom proizvodnje te

veceg isuSivanja i porasta udjela suhe tvari u tom misi¢u. Dobiveni rezultati razlikuju se od
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rezultata istrazivanja Celta prSuta (Bermudez i sur., 2014a) u kojem je odreden veéi udio masti
u misi¢u BF tijekom proizvodnje, no sukladni su onima Pugliese i sur. (2015.) na Kraskom
prSutu starosti 12 i 16 mjeseci i Andronikova i sur. (2013) na Kraskom prSutu s niskim
sadrzajem soli u kojima je takoder odreden veci udio masti u misicu SM.

Udio proteina (% s.tv.) statisti¢ki je znacajno (p< 0,05) padao tijekom proizvodnje, od
88,19 % - 47,33 % u BF i 89,54 % - 62,40 % u SM. Isti trend odreden je i tijekom proizvodnje
Celta prsuta (Bermudez i sur., 2014a), a moze se pretpostaviti da je posljedica apsorpcije i
distribucije NaCl-a u misi¢ima i posljedi¢no pada udjela proteina u ukupnom sadrzaju suhe
tvari. MiSi¢ BF je do faze dimljenja sadrzavao znacajno vise (p<0,05) udjele proteina u odnosu
na SM, zbog prisustva nizih (p<0,05) koncentracija NaCl-a, dok je daljnja distribucija soli kroz
but rezultirala viSim koncentracijama NaCl-a i nizim udjelima proteina u BF u odnosu na SM
u drugoj polovici procesa (Bermudez i sur., 2014a). Nizi udjeli proteina u BF u odnosu ha SM
odredeni su i u Celta prSutu starosti 18 mjeseci (Bermadez i sur., 2014a) i Kraskom prSutu
nakon 12 mjeseci proizvodnje (Andronikov i sur., 2013).

Udio NaCl (% s.tv.) statisti¢ki se znacajno (p< 0,05) povecavao tijekom proizvodnje,
od 0,20 % - 16,64 % u BF i 0,18 % - 9,87 % u SM. U SM su nakon faze soljenja odredene
znacajno (p<0,05) viSe koncentracije NaCl-a u odnosu na BF, §to je posljedica njegove vanjske
lokacije u butu tijekom proizvodnje i izloZenosti vi§im koncentracijama NaCl-a u prvim
fazama proizvodnje (Bermudez i sur., 2014a). Zbog postojanja koncentracijskog gradijenta,
NaCl migrira prema vlaznijim dijelovima buta tijekom proizvodnje (Bermudez i sur., 2018;
Harkouss i sur., 2018). Navedeni fenomen takoder je zabiljezen i u ovom istrazivanju te su
odredene znacajno (p<0,05) vise koncentracije NaCl-a u BF od onih u SM nakon faze zrenja i
produljenog zrenja. Konaé¢ni udjeli NaCl-a u istrazivanim misi¢ima (9,87-16,64 % s.tv.,
odnosno 6,37-7,72 % na ukupnu masu) udovoljavaju onima propisanima Specifikacijom za
Dalmatinski prsut (4,5-7,5 % ukupne mase) (Kos i sur., 2015).

Udio pepela (% s.tv.) statisticki se znacajno (p< 0,05) povecavao tijekom proizvodnje,
od 4,37 % - 20,61 % u BF i 4,21 % - 12,10 % u SM. Promjene udjela pepela pratile su trend

.....

mi$ic¢ima prSuta (Bermddez i sur., 2018) zbog ¢ega su ova dva parametra u vrlo jakoj korelaciji
(p< 0,01; r >+ 0,96) (tablice 17 i 18).

Osnovni kemijski sastav gotovog dimljenog prSuta nakon 18 mjeseci proizvodnje
usporediv je s kemijskim sastavom mnogih drugih vrsta mediteranskih prSuta nakon

produljenog zrenja, poput Celta (Bermudez i sur., 2014a), Serrano (del Olmo i sur., 2013),
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Parma (Benedini i sur., 2012) i dimljenog talijanskog prsuta ,,Prosciutto di Sauris“ (Martuscelli
i sur., 2009).

Vrijednosti aw istrazivanih misica tijekom proizvodnje progresivno su se smanjivale od
0,97 - 0,81 u BF i 0,96 - 0,80 u SM, sukladno redukciji udjela vode i porastu udjela NaCl u
misi¢ima (Martuscelli i sur., 2017) s kojima je aw u jakoj pozitivnoj (p<0,01; r > + 0,90 s
vodom) i jakoj negativnoj (p<0,01; r > - 0,70 s NaCl) korelaciji (tablice 17 i 18). Isti trend pada
aw tijekom proizvodnje prsuta, kao i visoke stupnjeve korelacije aw S udjelom vode i NaCl
odredili su i drugi autori (BermUdez i sur., 2014a; BermUdez i sur., 2018). Pad aw tijekom
proizvodnje o¢ekivano je bio veéi (p<0,05) u SM, $to je posljedica intenzivnije dehidratacije
tog miSica, posebno tijekom faza suSenja i zrenja. Vrijednosti aw u istrazivanim misi¢ima
gotovog dimljenog prSuta nize su od onih odredenih u drugim vrstama prSuta nakon faze
produljenog zrenja, poput ,,Prosciutto di Sauris* (Martuscelli 1 sur., 2017), Celta (Bermtdez i
sur., 2014a), Kraskog (Tomazin i sur., 2020) i Norveskog (Petrova i sur., 2016) prsuta.
Navedene razlike vjerojatno su posljedica razlika u tehnoloskom procesu proizvodnje, odnosno
dodatka nesto visih koncentracija soli u fazi soljenja ili intenzivnijeg susenja u kombinaciji s
dimljenjem. Konacne vrijednosti aw odredene u istrazivanim miSi¢ima gotovog dimljenog
prsuta (0,80-0,81) udovoljavaju zahtjevima Specifikacije (aw < 0,93) (Kos i sur., 2015).

Vrijednosti pH u misi¢ima kretale su se od 5,83 - 5,99 u BF i 5,78 — 6,07 u SM. Tijekom
Sest faza proizvodnje dimljenog prsuta nisu odredene statisticki znac¢ajne razlike (p > 0,05) u
pH vrijednostima izmedu istrazivanih miSi¢a. Unato¢ tome S$to je blagi porast pH vrijednosti
odreden u oba miS$i¢a, samo je u SM bio statisti¢ki znacajan (p<0,05). Blagi porast pH
vrijednosti u BF i SM odreden je i u drugim istrazivanjima (Bermddez i sur., 2014a; Bermidez
i sur., 2018), a posljedica je nakupljanja proteolitickih produkata tijekom zrenja (slobodnih
aminokiselina i malih koli¢ina amonijaka) (Ruiz-Ramirez i sur., 2006; Virgili i sur., 2007).
Izmjerene pH vrijednosti u BF i SM gotovog dimljenog prsuta usporedive su onima
izmjerenima na Celta (Bermudez i sur., 2014a), Sauris (Martuscelli i sur., 2017) i Serrano (del

Olmo 1 sur., 2013) prSutu.

5.2. Proteoliticke i lipoliticke promjene tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

Proteoliza i lipoliza predstavljaju najvaznije biokemijske reakcije koje se odvijaju u misi¢ju
buta tijekom proizvodnje prsuta. Tijek proteolitickih 1 lipolitickih reakcija pod utjecajem je
brojnih faktora poput pH, udjela vode i soli, temperature te anatomske lokacije misi¢a u butu

tijekom proizvodnje (Toldra i sur., 1997; Ruiz-Ramirez i sur., 2006; Gilles, 2009; Harkouss i
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sur., 2015). Intenzitet i tijek ovih reakcija, kao i profil i koli¢ina nastalih produkata imaju
presudan uc¢inak na kona¢nu kvalitetu prSuta (Toldra i Flores, 1998).

Pracenje proteolitickih promjena tijekom proizvodnje dimljenoga prSuta provedeno je
mjerenjem indeksa proteolize dvjema metodama (NPN/N i metodom s Cd-ninhidrinom),
elektroforetskom analizom sastava proteina te analizom profila aminokiselina i dipeptida.
Rezultati odredivanja proteolitickih promjena prikazani su slikama 24-26 i tablicama 11-13.
Prac¢enje lipolitickih promjena tijekom proizvodnje dimljenoga prSuta provedeno je

odredivanjem sastava masnih kiselina, a rezultati su prikazani u tablici 14.

5.2.1. Indeks proteolize tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

Proteoliticke reakcije utjecu na formiranje specifi¢nih senzorskih svojstava prsuta, posebno na
teksturu (omeksSavanje), miris i aromu (Toldra, 2002). Stupanj proteolize u mesu i mesnim
proizvodima (indeks proteolize) najces¢e se mjeri standardnom metodom koja se temelji na
odredivanju omjera neproteinskog dusika i ukupnog dusika (Ruiz-Ramirez i sur., 2006;
Harkouss i sur., 2015; Pérez-Santaescolastica i sur., 2018). Indeks proteolize u pojedinoj vrsti
prSuta uvjetovan je karakteristikama sirovine i nacinom proizvodnje, a prethodnim
istrazivanjima na talijanskim i Spanjolskim prSutima utvrdeno je kako se indeks proteolize u
prsutima dobre kvalitete krece od 22-36 % (Carreri i sur., 1993, Lépez-Pedrouso i sur., 2018).
Rezultati odredivanja indeksa proteolize NPN/N prikazani su na slici 24.

Tijekom Sest faza proizvodnje dimljenoga priuta odreden je statisti¢ki znacajan porast (p<0,05)
indeksa proteolize, od 11,99 % - 25,79 % u BF i 12,00 % - 18,07 % u SM. U BF je zabiljezen
kontinuirani porast indeksa proteolize, uz iznimku nakon faze dimljenja, kada je u ovom misi¢u
odredena stagnacija proteoliticke aktivnosti. Moze se pretpostaviti kako je navedeno posljedica
distribucije NaCl-a kroz but i prodiranja vece koncentracije NaCl-a u vlaznije dijelove buta
(BF), budu¢i da je analizom osnovnog kemijskog sastava (tablica 10) zabiljeZen statisticki
znacajan (p < 0,05) porast koncentracije NaCl-a u tom misi¢u. U SM je kroz proizvodnju
odreden slabiji intenzitet proteoliticke aktivnosti, posebno nakon faza soljenja, zrenja i
produljenog zrenja (p<0,05). To je posljedica ve¢ spomenute unutarnje lokacije misi¢a u butu,
zbog koje ovaj misi¢ sadrzi manje udjele vode i vece koncentracije NaCl-a (tablica 10) koja
ima inhibitorni u¢inak na proteoliti¢ku aktivnost (Harkouss i sur., 2015). Analizom korelacije
(tablice 17 i 18) utvrdena je negativna korelacija indeksa proteolize odredenog ovom metodom
s NaCl (p<0,01; r > - 0,60 u BF) i pozitivna s aw (p<0,01; r >+ 0,70 u BFir >+ 0,60 u SM) i
vodom ( p<0,01; r >+ 0,70 u BF i p<0,01; r > + 0,60 u SM).
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Slabiji intenzitet proteoliticke aktivnosti u SM u odnosu na BF tijekom proizvodnje
prsuta odreden je i u drugim istrazivanjima (Andronikov i sur., 2013; Bermudez i sur., 2014a,
Harkouss i sur., 2015). Najvise vrijednosti proteolitickog indeksa odredene su nakon faze
produljenog zrenja u oba misica, $to je u skladu s rezultatima drugih autora (Benedini i sur.,
2012; Pugliese i sur., 2015). Vrijednosti indeksa proteolize u misi¢cima BF i SM sukladni su
onima odredenima BF i SM Kraskog prSutu nakon produljenog zrenja (prSut starosti 16
mjeseci) (Pugliese i sur., 2015), dok su u BF Parma (Benedini i sur., 2012) i Toscano (Sirtori i
sur., 2020) prSuta nakon 18 mjeseci proizvodnje odredene nize vrijednosti od onih dobivenih
u ovom istrazivanju. Kako je i ranije navedeno, enzimska aktivnost u misi¢ima buta uvelike je
uvjetovana i karakteristikama sirovine, posebno pasminom svinja te uvjetima pred i tijekom
klanja, ali i odredenim tehnolodkim parametrima (uvjeti soljenja i susenja) (Candek-Potokar i
Skrlep, 2012), §to dovodi do razlika u vrijednostima proteolitickog indeksa u istraZivanjima

razlicitih vrsta prsuta.

Zbog odredenih ograni¢enja standardne metode za odredivanje proteoliti¢kog indeksa, posebno
zbog dugotrajnosti analize i nespecifi¢nosti (Harkouss i sur., 2012), u posljednje vrijeme se u
istrazivanjima (Petrova i sur., 2016) primjenjuju i druge metode za odredivanje proteolitickog
indeksa, poput metode temeljene na reakciji derivatizacije s Cd-ninhidrinom prema Doi i sur.
(1981) kojom se mjeri ukupan broj aminokiselina u uzorku (mg aminokiselina/g uzorka, mg
a.k./g uzorka). Rezultati odredivanja indeksa proteolize metodom s Cd-ninhidrinom prikazani
su na slici 25.

Metodom s Cd-ninhidrinom odreden je porast indeksa proteolize tijekom proizvodnje
od 1,53 -92,47 mg a.k./g uzorka u BF i 1,44 - 80,96 mg a.k./g uzorka u SM. Kroz cijeli proces,
u BF je odredena statisti¢ki znacajno (p < 0,05) veca proteoliti¢ka aktivnost u odnosu na SM.
Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima drugih istraZivanja (Théron i sur., 2011b; Harkouss
i sur.,2012; BermUdez i sur., 2014a) i rezultatima mjerenja proteoliti¢kog indeksa standardnom
metodom (slika 24). Veci stupanj proteolize u BF posljedica je povoljnijih uvjeta za aktivnost
proteolitickih enzima u tom miSic¢u (ve¢i udio vode i1 nize koncentracije NaCl u pocetku
procesa) (tablica 10). Analiza korelacije (tablice 17 i 18) takoder je pokazala jaku pozitivnu
korelaciju indeksa proteolize odredenog Cd-ninhidrin metodom s vodom i aw (p<0,01; r > +
0,70) i negativnu s NaCl-om (p<0,01; r > - 0,50) u oba misica. Intenzivan porast vrijednosti
indeksa proteolize u oba miSi¢a odreden je nakon faza zrenja i produljenog zrenja, §to je u
skladu s rezultatima odredivanja indeksa proteolize standardnom metodom, ali s rezultatima

drugih istrazivanja (Martuscelli i sur., 2009; Bermudez i sur., 2018; Lopez-Pedrouso i sur.,
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2018) kojima je utvrdena intenzivna razgradnja miofibrilarnih proteina u zavr$nim fazama
proizvodnje prSuta. Analizom proteolitickog indeksa dvjema metodama nije utvrden znacajniji
efekt faze dimljenja (< 22 °C) na tijek proteolize, §to je u skladu istrazivanjem Martuscelli i
sur. (2009) o utjecaju dimljenja na proteoliticke procese tijekom proizvodnje dimljenog

talijanskog prsuta.

Dvjema provedenim metodama za odredivanje proteolitickog indeksa tijekom proizvodnje
dimljenog prSuta nisu utvrdena znacajna odstupanja u rezultatima analiza, ve¢ su dobiveni
usporedivi rezultati medu kojima je utvrdena srednja do jaka korelacija (r >+ 0,07 u BFir>
+ 0,50 u SM) (tablice 17 i 18). Stoga se moze zakljuciti kako je metoda s Cd-ninhidrinom
primjerena za pracenje proteoliticke aktivnosti, a ujedno predstavlja znatno prakti¢niji i brzi

nacin odredivanja indeksa proteolize tijekom tehnoloskog procesa proizvodnje priuta.
5.2.2. Sastav proteina tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

U svrhu detaljnijeg pracenja proteolitickih promjena provedena je metoda SDS-PAGE kojom
su dobiveni elektroforetogrami sarkoplazmatskih i miofibrilarnih proteina tijekom Sest faza
proizvodnje prSuta. U analizu su uklju¢ene samo najznacajnije proteinske vrpce koje su se
pojavljivale u svim ponavljanjima i kvantificirane su usporedbom relativnih intenziteta vrpca

izmedu razli¢itih faza proizvodnje.
5.2.2.1. Profil sarkoplazmatskih proteina tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

Rezultati odredivanja proteolitickih promjena frakcije sarkoplazmatskih proteina tijekom
proizvodnje dimljenoga prSuta prikazani su tablicom 11 i slikom 28 (a). Rezultati su izrazeni
kao intenziteti pojedine proteinske vrpce u odnosu na intenzitet vrpce od 97 kDa u stupcu

standarda proteina poznatih MW (relativni intenzitet).

Elektroforetskom analizom utvrdeni su slicni profili sarkoplazmatskih proteina u sirovim
misi¢cima BF i SM, s najintenzivnijim sarkoplazmatskim proteinskim vrpcama fosfat kreatin
kinaze (43 kDa), gliceraldehid fosfat dehidrogenaze (36,7 kDa) i fosfoglicerat mutaze (29,9
kDa) u oba miSic¢a. Faza soljenja utjecala je na znacajno (p<0,05) smanjenje relativnog
intenziteta pojedinih proteinskih vrpci, a najizraZenije promjene nakon soljenja detektirane su
kod fosforilaze B (97 kDa), fosfoglukoza izomeraze (59,8 kDa), fosfat kreatin kinaze (43 kDa)
i gliceraldehid fosfat DH (36,7 kDa) u oba misica.
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Tijekom procesa proizvodnje vec¢ina sarkoplazmatskih proteinskih vrpci u BF imala je
znaCajan (p<0,05) pad relativnog intenziteta u drugoj polovici proizvodnje, u skladu s
rezultatima drugih autora na $panjolskim prSutima (Larrea i sur., 2006; Gallego i sur., 2016a).
Najznacajnija promjene otkrivene su u padu intenziteta fosforilaze B (97,0 kDa), u podrucju
64,1 - 41,7 kDa, gliceraldehid fosfat DH (36,7 kDa) i mioglobina (18,5 kDa), uz potpuno
nestajanje pojedinih vrpci na kraju procesa, sukladno istrazivanju na Teruel prSutu (Larrea i
sur., 2006). S druge strane, proces proizvodnje dimljenog prSuta u trajanju od 18 mjeseci
utjecao je na pojavu novih vrpci i porast (p<0,05) intenziteta pojedinih vrpci sarkoplazmatskih
proteina, posebno fosfofruktokinaze (83,6 kDa), enolaze (45 kDa) i vrpce 34,9 kDa, vjerojatno
zbog hidrolize miofibrilarnih proteina i njihove pojave u sarkoplazmatskoj proteinskoj frakciji
(Cordoba i sur., 1994; Bermudez i sur., 2014b). Najintenzivnije promjene u smislu povecanja
intenziteta ili pojave novih vrpci dogodile su se nakon faze produljenog zrenja, a isti trend
zabiljeZen je u BF Celta prsuta nakon 18 mjeseci proizvodnje (Bermudez i sur., 2014b).

Promjene u profilu sarkoplazmatskih proteina SM pratile su isti trend kao i one u BF.
Medutim, soljenje je u mnogo veéem opsegu i intenzitetu imalo utjecaj na sarkoplazmatsku
frakciju misica SM. Najizrazeniji efekt soljenja u SM odreden je na fosforilazi B (97,0 kDa),
fosfoglukoza izomerazi (59,8 kDa), fosfat kreatin kinazi (43,0 kDa), vrpci 34,9 kDa i
fosfoglicerat mutazi (29,9 kDa), a vjerojatno je posljedica znaajno vecih (p < 0,05)
koncentracija NaCl-a u tom misi¢u u pocetnim fazama proizvodnje (tablica 10). Iste promjene
detektirane su i u SM Teruel prsuta (Larrea i sur., 2006). Za razliku od rezultata drugih studija
na lberijskom (Cordoba i sur., 1994) i Teruel (Larrea i sur., 2006) prsutu, u ovom istrazivanju
nije odreden nagli pad intenziteta mioglobina nakon faze soljenja. Prema Cordoba i sur. (1994),
nagli pad intenziteta mioglobina nakon soljenja posljedica je prisutnosti dusikovog oksida koji
potjece iz nitrata i nitrita dodanih u fazi soljenja. Dusikov oksid ¢ini mioglobin netopivim u
vodenim puferima uobiCajeno koriStenima pri elektroforetskoj analizi sarkoplazmatskih
proteina koji potom postaje nevidljiv ili slabo vidljiv na gelu. Dimljeni prSuti analizirani u
ovom istrazivanju proizvedeni su bez nitrata i nitrita, §to objasnjava nestanak vrpce mioglobina

u kasnijim fazama proizvodnje.

5.2.2.2. Profil miofibrilarnih proteina tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

Rezultati proteolitickih promjena frakcije miofibrilarnih proteina prikazani su tablicom 12 i
slikom 28 (b). Rezultati su izrazeni kao intenziteti pojedine proteinske vrpce u odnosu na

intenzitet vrpce od 97 kDa u stupcu standarda proteina poznatin MW (relativni intenzitet).
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SDS-PAGE analizom utvrdeni su sli¢ni profili miofibrilarnih proteina u oba misic¢a, u
kojima su kao najizrazenije vrpce odredene vrpca 130 kDa, aktin (43,2 kDa) 1 MLC1 (20,7
kDa). U istrazivanim miSi¢ima nisu detektirane vrpce desmina i troponina T, vjerojatno zbog
njihove jake podloznosti proteolitickim enzimima i vrlo brze razgradnje post mortem (Paerson
i Young, 1989). Vecina miofibrilarnih proteina imala statisticki zna¢ajno veci (p<0,05)
intenzitet u sirovom BF u odnosu na SM, sukladno profilu miofibrilarnih proteina sirovih BF i
SM Teruel prsuta (Larrea i sur., 2016). U miofibrilarnoj frakciji soljenje nije znacajnije (p>
0,05) utjecalo na pad relativnog intenziteta ve¢ine miofibrilarnih proteina. Medutim, nakon
faze suSenja odredeno je znacajno (p<0,05) povecanje relativnog intenziteta pojedinih
proteinskih vrpci, posebno 130 kDa i a-aktinina (96,7 kDa) u BF 1 teSkog meromiozina (113,0
kDa), vrpce 40,0 kDa i tropomiozina (37,2 kDa) u oba misi¢a. Povecanje intenziteta pojedinih
vrpci odredili su i Bermudez i sur. (2014b) u BF i SM Celta prsuta nakon faza suSenja, $to
autori dovode u vezu s migracijom razgradenih proteolitickih produkata ve¢e MW u podrucja
gela koji razdvaja vrpce nizih MW, a time 1 do jaceg bojanja pojedinih vrpci u gelu. Vec¢ina
miofibrilarnih proteinskih vrpci u oba miSi¢a imala znacajan (p<0,05) pad relativnog
intenziteta u drugoj polovici proizvodnj. Najintenzivnija proteoliti¢ka razgradnja zabiljezena
je nakon faze zrenja, posebno u BF, §to je u skladu s ve¢im stupnjem proteoliticke aktivnosti
u tom miSicu (slike 24 i 25). Iako je odreden porast (p<0,05) intenziteta pojedinih vrpci nakon
faze zrenja u oba misi¢a (podru¢je 130-91,1 kDa i 65,8-37,2 kDa), vecina miofibrilarnih
proteina znacajno (p<0,05) se razgradila nakon produljenog zrenja. Produljeno zrenje posebno
je utjecalo na razgradnju vrpce 130 kDa i a-aktinina (96,7 kDa) i potpuni nestanak vrpci manje
MW (28,1 kDa-16,9 kDa). U istrazivanju Parma i San Daniele prSuta starosti 6, 12 i 14 mjeseci
(Luccia i sur., 2005), elektroforetskom analizom utvrdena je hidroliza vecine miofibrilarnih
proteina nakon 12 mjeseci starosti, istovjetno rezultatima ovog istrazivanja. Isti trend odreden
je u BF i SM Celta prsuta izmedu 12 i 18 mjeseci proizvodnje (Bermudez i sur., 2014b) te se
pripisuje intenzivnoj proteolitickoj aktivnosti tijekom produljenog zrenja (slike 24 i 25).

lako se donedavno smatralo da razgradnja miozina i aktina predstavlja jedan od glavnih
proteolitickih dogadaja, istrazivanja talijjanskih prSuta (Koutina 1 sur., 2012; Fabbro 1 sur.,
2016) su utvrdila rezistentnost aktina na proteolizu tijekom proizvodnje. U ovom istraZivanju
odreden je postepen i blag, no znacajan (p<0,05) pad relativnih intenziteta aktina (43,2 kDa) u
oba miSica tijekom proizvodnje dimljenoga prSuta. Pritom je odredena intenzivnija degradacija
u BF, posebno nakon faze zrenja, sukladno rezultatima drugih istrazivanja (Larrea i sur, 2006;

Bermudez i sur., 2014b) i veéoj proteolitickoj aktivnosti u tom misicu (slike 24 i 25).
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Istrazivanjem frakcija sarkoplazmatskih i miofibrilarnih proteina tijekom proizvodnje
dimljenog prsuta nisu utvrdene veée promjene u sastavu proteina ili intenzitetu proteinskih
vrpci nakon faze dimljenja, a smanjenje intenziteta pojedinih vrpci uocene nakon hladnog
dimljenja (< 22 °C) mogu se pripisati proteolitickim procesima u misi¢ima. Ipak, moze se
pretpostaviti kako bi dimljenje pri temperaturama visima od temperatura hladnog dimljenja (>
22 °C) rezultiralo znacajnijim promjenama proteina koje bi bile detektirane SDS-PAGE

metodom (Poljanec i sur., 2021b).
5.2.3. Sastav aminokiselina i dipeptida tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

Slobodne aminokiseline i dipeptidi koji nastaju tijekom intenzivne proteolize utje¢u na okus,
sluze kao izvor hlapljivih spojeva arome tijekom zrenja i doprinose nutritivnoj vrijednosti
priuta (esencijalne aminokiseline i dipeptidi) (Bermudez i sur., 2014b; Toldréa i sur., 2020). U
tablici 13 prikazani su rezultati odredivanja sastava aminokiselina i dipeptida (mg/100 g s. tv.)

u BF 1 SM tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta.

Tijekom proizvodnje dimljenoga prSuta odreden je statisticki znacajan (p < 0,05) porast udjela
ukupnih aminokiselina u oba misica, od 635,58 — 8394,78 mg/ 100 g s.tv. u BF i 719,11 —
5265,22 mg/ 100 g s.tv u SM. U BF je odreden postepen porast udjela ukupnih aminokiselina
(p <0,05) tijekom svih Sest faza proizvodnje. U SM je odreden porast (p<0,05) udjela ukupnih
aminokiselina do faze suSenja, koji su ostali nepromijenjeni (p > 0,05) do faze produljenog
zrenja kada je odreden porast (p< 0,05) udjela ukupnih aminokiselina. Slican trend odredili su
i drugi autori (Toldra i sur., 2000a; Bermudez i sur., 2014a). Navedeni autori su stagnaciju
aktivnosti aminopeptidaza u miSi¢ima prSuta naveli kao posljedicu nakupljanja odredenih
slobodnih aminokiselina koje imaju sposobnost povratne inhibicije na aminopeptidaze
(inhibicija samim produktom tog enzima). Razgradnjom inhibitornih aminokiselina ili
njithovom pretvorbom u tvari arome ponovno je omogucena njihova aktivnost ¢cime se nastavlja
produkcija aminokiselina (Toldra i sur., 2000a). Na kraju proizvodnje odredene su znaéajno
(p<0,05) vise koncentracije svih pojedinih i ukupnih amonokiselina u misi¢u BF, §to se
pripisuje intenzivnijoj proteolizi u misic¢u BF (slike 24 i 25). Visi udjele ukupnih aminokiselina
u BF u odnosu na SM odredeni su i u Celta prSutu na kraju proizvodnje (Bermudez i sur.,
2014b) prsutu.

U miSi¢ima sirovog buta u najvi$im udjelima odredeni su arginin, alanin i taurin, §to je
u skladu sa sastavom sirovog buta za proizvodnju talijanskog prsuta ,,Prosciutto di Sauris*

(Martuscelli i sur., 2009). BF i SM gotovog dimljenog prsuta u najvisim udjelima su sadrzavali
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glutaminsku kiseline, lizin, alanin i leucin, sukladno rezultatima Salazar i sur. (2020) za prsut
starosti 18 mjeseci proizveden od Spanjolske autohtone pasmine svinja Chato muricano i
talijanski prsut starosti 19 mjeseci (Virgili i sur., 2007). Navedene aminokiseline opcenito su
najzastupljenije u prSutu jer se tijekom proizvodnje nakupljaju kao posljedica intenzivne
aktivnosti alanil-aminopeptidaza Sirokog raspona specifi¢nosti za brojne supstrate (Toldra i
sur., 2000a), a cija je rezidualna aktivnost detektirana u prSutu ¢ak i nakon 8 mjeseci
proizvodnje (Mora i sur., 2011). Konacan udio i profil aminokiselina u prSutu vazan je za
formiranje kona¢nog okusa prsuta, a ovisi 0 karakteristikama sirovine, koncentraciji dodane
soli 1 postupku proizvodnje, a posebno je povezan s duljinom suSenja (Toldra i sur., 2000b;
Pérez-Santaescolastica i sur., 2018).

Ukupni udio aminokiselina u misi¢ima nakon produljenog zrenja usporediv je s
udjelom ukupnih aminokiselina u misi¢ima BF i SM Celta prSuta nakon 18 mjeseci proizvodnje
(Bermudez i sur., 2014b) i nizi oni u BF Iberijskog prSuta starosti 15 mjeseci (Rueda i sur.,
2020). Nakon faze produljenog zrenja odreden je porast udjela veéine analiziranih slobodnih
aminokiselina u odnosu na fazu zrenja (prsut starosti 12 mjeseci). Isti trend pdreden je i na BF
Iberijskog prsuta (Rueda i sur., 2020), talijanskog prSuta nakon 19 mjeseci proizvodnje (Virgili
1 sur., 2007) 1 Serrano prSuta nakon 15 mjeseci proizvodnje (del Olmo i sur., 2013). Takoder,
faza produljenog zrenja utjecala je na promjenu aminokiselinskog profila u misi¢ima te nakon
ove faze nije odredena prisutnost asparagina, glutamina, f-alanina i taurina, dok je prvi put

odredena prisutnost cistina.

Karnozin (B-alanil-L-histidin) i anserin (B-alanil-1-metil-histidin) su antioksidativni histidil
dipeptidi 1 opc¢enito najzastupljeniji antioksidansi u mesu. U prSutu se mogu naci u visokim
koncentracijama, posebice u miSi¢ima glikolitickog tipa (poput BF 1 SM) u kojima
koncentracije ovih dipeptida mogu dosec¢i do 300 mg/100 g prSuta (karnozin) 1 18 mg/100 g
prsuta (anserin) (Mora i sur., 2008; Jiménez-Colmenero i sur., 2010). Dipeptidi se opcenito
smatraju otpornima na djelovanje proteaza, zbog cega se ocekuje da njihove koncentracije
ostaju konstantne (Toldra, 2006). Medutim, udjeli karnozina i anserina znac¢ajno (p<0,05) su
varirali u oba miSica tijekom Sest faza proizvodnje dimljenoga prsuta.

Udjeli karnozina u BF statisticki su se znacajno (p<0,05) povecavali do faze zrenja
nakon koje su odredene maksimalne koncentracije karnozina (828,34-1577,23 mg/100 g s.tv.).
Nakon faze produljenog zrenja odreden je znacajan pad (p<0,05) karnozina (171,38 mg/100 g
s.tv.). U SM je odreden statisticki znacajan (p< 0,05) pad udjela karnozina od sirovog prsuta

do faze dimljenja (953,40-678,53 mg/100 g s.tv.). Nakon izrazitog porasta (p<0,05) nakon
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susenja, do Kraja proizvodnje je zabiljeZen znacajan pad (p < 0,05) udjela karnozina (1549,04
— 105,40 mg/ 100 g s.tv.).

Udjeli anserina u BF takoder su se znacajno smanjivali (p<0,05) tijekom proizvodnje
(44,27-20,40 mg/100 g s.tv.), a najvise koncentracije ovog dipeptida odredene su nakon faze
zrenja. Koncentracije anserina u SM bile su najvise u sirovom misi¢u, a odreden je znacajan
pad (p<0,05) kroz proizvodnju (51,79-12,91 mg/100 g s.tv.). Znacajan pad koncentracije
karnozina i anserina odredili su Li i sur. (2020) u BF izmedu 12 i 18 mjeseca proizvodnje
Spanjolskog prsuta. Pad udjela karnozina odreden je i nakon produljenog zrenja u BF Iberijskog
prsuta (Pérez- Palacios i sur., 2010). Toldra i sur. (2000) odredili su pad koncentracija
karnozina u BF nakon 100 dana i konstantne koncentracije anserina tijekom 12 mjeseci
proizvodnje Spanjolskog prsuta. Virgili i sur. (1999) odredili su razli¢ite koncentracije
dipeptida u raznim vrstama francuskih, talijanskih 1 Spanjolskih prSuta, iz ¢ega se moze se
zakljuciti kako razine karnozina i anserina opcenito ovise o karakteristikama sirovine, ali 1 vrsti
prsuta koji se proizvodi (Poljanec i sur., 2021a).

Udio ukupnih dipeptida u istrazivanim misi¢ima tijekom proizvodnje se statisticki
znacajno (p < 0,05) smanjivao od 872,61-191,78 mg/100 g s.tv u BF do 1005,19-118,31
mg/100 g s.tv u SM. U gotovom dimljenom prSutu odredeni su statisti¢ki znacajno (p<0,05)
vec¢i udjeli u BF, vjerojatno kao posljedica vece proteoliti¢ke aktivnosti u tom misi¢u (slike 24
I 25). Konaéne vrijednosti karnozina i anserina odredene u ovom istrazivanju niZe su od onih
odredenih u BF Iberijskog prsuta (979,31 mg/100 g s.tv. karnozina 1 65,75 mg/ 100 g s.tv.)
(Pérez-Palacios i sur., 2010), vjerojatno zbog intenzivnije proteoliticke aktivnosti u dimljenom
prsutu analiziranom u ovom istrazivanju. Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti kako faza
dimljenja (< 22 °C) nije znacajnije utjecala na nastanak slobodnih aminokiselina i dipeptida

tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta.
5.2.4. Sastav masnih kiselina tijekom proizvodnje dimljenoga priuta

Brojne znacajke kvalitete prSuta uvelike ovise o mastima prisutnima u misiénom i masnom
tkivu buta, kao 1 o njihovima promjenama tijekom tehnoloskog procesa proizvodnje. Produkti
lipolize (SMK) mogu direktno utjecati na senzorska svojstva prsuta ili su kao takve prekursori
za razli¢ite hlapive spojeve arome jer podlijezu oksidaciji (Candek-Potokar i Skrlep, 2012). U
tablici 14 prikazan je sastav masnih kiselina tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta.

Sastav masnih kiselina u sirovim miSi¢ima buta nije se statisticki znacajno razlikovao

(p>0.05) u pogledu ve¢ine masnih kiselina, uz iznimku trikozanoi¢ne kiseline (C23:0) ¢iji je
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statistiCki znacajno veci udio (p<0,05) odreden u miSi¢u SM. Najzastupljenije masne kiseline
u oba misica sirovog buta bile su oleinska (C18:1c), palmitinska (C16:0), stearinska (C18:0),
linolna (C18:2¢n6) i miristinska (C14:0). Profil masnih kiselina sirovih misi¢a u skladu je sa
sastavom masnih kiselina odredenima i u drugim istrazivanjima (Yang i sur., 2005; Larrea i
sur., 2007; Ripollés i sur., 2011). U istrazivanju Flores i sur. (2009), sirovi but Iberijske svinje
u najve¢em udjelu je sadrzavao linolnu (C18:2n6), palmitinsku (C16:0), oleinsku (C18:1) i
arahidonsku (C20:4n6), §to je vjerojatno posljedica razlike u genetskom porijeklu te nac¢inu
prehrane i uzgoja Iberijske svinje koji imaju izravan utjecaj na profil masnih kiselina (Jiménez-
Colmenero i sur., 2010). Profil masnih kiselina statisti¢ki se znac¢ajno (p<0,05) mijenjao kroz
proizvodni proces. Unato¢ povecanju udjela vec¢ina MK u prvim mjesecima proizvodnog
procesa, konac¢ni udjeli ve¢ine MK bili su bliski onima u sirovim misi¢ima, vjerojatno zbog
procesa oksidacije masnih kiselina koji je nastupio u kasnijim fazama proizvodnje (Toldra,
2006). Slican trend zabiljeZen je 1 pri proizvodnji Xuanwei (Yang i sur., 2005) 1 Teruel (Larrea
i sur., 2007) prsuta. Tijekom proizvodnje, odredeno je znacajno (p<0,05) povecanje udjela
linoelaidinske (C18:2t) i linolenske (C18:3n3) masne Kkiseline, i smanjenje (p<0,05)
eikozatrienske (C20:3n6) i arahidonske (C20:4n6) kiseline. Drugi autori takoder su zabiljezili
promjene udjela MK tijekom proizvodnje prSuta (Larrea i sur., 2007; Flores i sur., 2009) i
srodnih suhomesnatih proizvoda (Lorenzo i sur., 2008; Lorenzo i sur., 2013).

Opéenito, najveci porast udjela masnih kiselina u ovom istrazivanju zabiljezen je nakon
faza soljenja 1 dimljenja, u skladu s rezultatima istraZzivanja na Iberijskom prsutu (Flores 1 sur.,
2009) koji su pokazali kako glavni lipoliti¢ki enzimi ostaju stabilni i 2-3 mjeseca nakon faze
soljenja. Antequera i sur. (1992) pratili su tijek lipolize tijekom proizvodnje Iberijskog prsuta
i odredili najintenzivniju lipolizu tijekom soljenja i susenja. Udjeli ve¢ine MK nisu se znac¢ajno
(p>0,05) razlikovali izmedu faze zrenja (prSut starosti 12 mjeseci) i produljenog zrenja (prsut
starosti 18 mjeseci), u skladu s literaturnim podacima kako se najintenzivnija lipoliza odvija u
prvih pet mjeseci proizvodnje (sol i snizeni aktivitet vode u kiselom okruZenju poticu aktivnost
lipaza), a nakon ¢ega usporava (Motilva i sur., 1993; Buscailhon i sur., 1994a; Toldra, 1998;
Gandemer, 2002). U istrazivanju profila masnih kiselina u KraSkom prSutu starosti 12 1 16
mjeseca, Pugliese i sur. (2015) takoder nisu odredili znacajnu razliku u sastavu masnih kiselina
izmedu dva vremena zrenja.

U gotovom dimljenom prSutu nakon 18 mjeseci proizvodnje u najvecem udjelu
odredene su oleinska (C18:1c¢), palmitinska (C16:0), stearinska (C18:0), linolna (C18:2cn6) i
miristinska (C14:0). Najveca zastupljenost navedenih masnih kiselina rezultat je njihove

najvece pocetne koncentracije u svjezem butu te njihove otpornosti na oksidaciju (Kovacevi¢,
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2017). U misi¢ima BF i SM Kraskog prsuta nakon produljenog zrenja takoder su u najve¢em
udjelu pronadene oleinska (C18:1), palmitinska (C16:0) i linolna (C18:2) kiselina (Pugliese 1
sur., 2015). U raznim vrstama $panjolskih prsuta proizvedenih od bijelih i crnih pasmina svinja,
oleinska (C18:1c), palmitinska (C16:0) i stearinska (C18:0) su takoder odredene kao
najzastupljenije (Ruiz-Carrascal i sur., 2000; Timon i sur., 2001; Fernandez i sur., 2007; Larrea
i sur., 2007; Bermutdez i sur., 2012). U navedenim istraZivanjima su odredeni znacajno visi
udjeli oleinske (C18:1c) kiseline u $panjolskim prsutima u usporedbi s onima odredenima u
ovom istrazivanju. Visoki udjeli oleinske kiseline u Spanjolskim prSutima posljedica su
prehrane Iberijskih svinja bazirane na Zirevima bogatima oleinskom kiselinom (Ruiz-Carrascal
1 sur., 2000). Profil masnih kiselina dobiven u ovom istrazivanju u skladu je s rezultatima
profilom masnih kiselina Istarskog i Dalmatinskog prsuta (Karolyi, 2006; Marusic i sur, 2013b;
Pleadin i sur., 2015). Na kraju proizvodnje su odredeni sli¢ni profili masnih kiselina izmedu
BF i SM, a razlikovali su se samo u udjelu pojedinih MK. U istrazivanju Pugliese i sur. (2015),
SM je sadrzavao znacajno vise udjele ve¢ine MK u odnosu na BF. Prema Antequeri i sur.,
(1992) veci sadrzaj MK u SM je posljedica nizih pH vrijednosti, a time i veée aktivnosti kiselih
misiénih lipaza i lipolitickih Micrococcaceae i kvasaca u tom misicu.

Opcenito, proizvodi od svinjskog mesa sadrze veci udio SFA te nizi udio MUFA i
PUFA. Masti bijelih pasmina svinja sastavljene su od 35-40 % SFA, 45-50% MUFA i 10—
15% PUFA. Mesni proizvodi proizvedeni od Iberijske pasmine sadrze vise udjele MUFA (54-
58 %), nizi udio SFA (30-35%) i PUFA (8-12%), zbog, kako je ranije navedeno, na¢ina
prehrane i uzgoja svinja (Jiménez-Colmenero i sur., 2010; Marusic i sur., 2019b).

U miSicu BF tijekom proizvodnje udjeli SFA kretali su se izmedu 38,10-39,59 %,
MUFA izmedu 51,00-53,77 % i PUFA izmedu 7,97-9,72 %. U misi¢u SM, izmjereni su udjeli
SFA od 38,10-39,32%, MUFA 50,63-51,59 % i PUFA 8,71-10,84 %. Dobiveni rezultati u
skladu su s literaturnim podacima o sastavu masnih Kiselina bijelih pasmina svinja (Jiménez-
Colmenero i sur., 2010). Udio SFA i MUFA bio relativno stabilan u oba mis$i¢a kroz proces,
posebice u SM, dok su se u misi¢u BF blago, no statisticki znacajno (p<0,05) mijenjali kroz
proces. Najvisi udjeli PUFA u miSi¢ima odredeni su nakon zrenja (prSut starosti 12 mjesect),
dok se nakon produljenog zrenja njihov udio smanjio (p<0,05), vjerojatno kao posljedica
oksidacije (Buscailhon i sur., 1994a). Sli¢an trend u udjelima SFA, MUFA i PUFA zabiljezili
su Larrea i sur. (2007) pri proizvodnji Teruel prSuta. Konacan sastav masnih kiselina u pogledu
udjela SFA, MUFA i PUFA u skladu je sa sastavom Dalmatinskih 1 Istarskih prSuta (Marus$i¢
i sur., 2013b), prsuta krizanca bijelih pasmina svinja Durok x (Jorksir x Landras) (Marusic¢ i

sur., 2019a) i1 Teruel prsuta (Ferndndez i sur., 2007; Larrea i sur., 2007). S druge strane, prsut
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proizveden od pasmine Crne slavonske svinje Celta (Bermudez i sur., 2012), Bayonne, Parma
i Serrano priut (Gilles, 2009) sadrzavali su nizi udio SFA i visi udio PUFA (Marus$i¢ i sur.,
2019b). Omjeri MUFA/PUFA u istrazivanim mi$i¢ima statisticki su se znacajno (p<0,05)
mijenjali tijekom proizvodnje, no na kraju procesa nisu zabiljezene znacajne razlike (p>0,05)
u MUFA/PUFA izmedu dva miSi¢a. Vrijednosti MUFA/PUFA u prSutu nakon 18 mjeseci
proizvodnje u BF i SM vece su od onih izmjerenih na Istarskim i1 Dalmatinskim prSutima
(Marusi¢ i sur., 2013b; Pleadin i sur. 2015) te nize od onih izmjerenih na prSutima od
tropasminskog krizanca i Crne slavonske svinje (Marusic i sur., 2019a).

Omijeri PUFA/SFA i n-6/n-3 predstavljaju glavne parametre za procjenu nutritivne
kvalitete masti, a preporucene vrijednosti iznose PUFA/SFA > 0,4 i n-6/n-3 < 4 (Simopoulos,
2002; Jiménez-Colmenero i sur., 2010). Najvisi omjeri PUFA/SFA odredeni su kod prsuta
proizvedenih od bijelih pasmina svinja, poput Parma i Serrano prsuta (Jiménez-Colmenero i
sur., 2010). Omjeri PUFA/SFA u misi¢u BF nisu se statisti¢ki znac¢ajno mijenjali (p>0,05) do
faze produljenog zrenja. U miSicu SM vrijednosti PUFA/SFA statisticki su se znacajno
mijenjale (p<0,05) kroz proces, uz najvise vrijednosti izmjerene nakon faze zrenja (prsut
starosti 12 mjeseci). Kona¢ni omjeri PUFA/SFA ispod su preporucenih vrijednosti (Jiménez-
Colmenero i sur., 2010). Dobiveni rezultati su usporedivi s rezultatima Pleadin i sur. (2015)
koji su utvrdili vrijednosti PUFA/SFA lIstarskog (0,21) i Dalmatinskog (0,17) prsuta, dok su u
Serrano (0,30) i Iberijskom (0,19-0,38) odredene vise vrijednosti (Fernandez, 2007; Jiménez-
Colmenero 1 sur., 2010). U gotovom dimljenom prSutu, SM je sadrzavao znaajno vise
(p<0,05) udjele n-6 masnih kiselina, dok se udjeli n-3 nisu razlikovali (p>0,05) izmedu misica.
Omijeri n-6/n-3 u kona¢nom proizvodu (24,54 u BF i 23,58 u SM) nisu u skladu s navedenim
preporu¢enom vrijednostima (Jiménez-Colmenero i sur., 2010). Dobivene vrijednosti
usporedive su s onima odredenima u prSuta proizvedenom od svinje bijelog tropasminskog
krizanca (Marusic¢ i sur., 2019a) te vise od onih izmjerenih na BF Dalmatinskog i Istarskog
préuta (Marusi¢ i sur., 2013b) i raznih vrsta $panjolskih prSuta (Fernandez i sur., 2007;
Bermudez i sur., 2012). Pleadin i sur. (2015) su istrazivali sezonske varijacije u sastavu masnih
kiselina Istarskog i Dalmatinskog prsuta tijekom trogodiSnjeg razdoblja te su utvrdili kako
udjeli SFA, MUFA, n-6 i n-3, kao i njihovi omjeri, mogu znac¢ajno varirati ovisno o sezoni
proizvodnje. Konacan sastav masnih kiselina u dimljenom prSutu nakon 18 mjeseci

proizvodnje predstavlja sastav masnih kiselina tipi¢an za proizvode od svinjskog mesa.
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5.3. Oksidacijske promjene tijekom proizvodnje dimljenoga prSuta

Tijekom procesa produljenog zrenja odvijaju se oksidacijski procesi na mastima i proteinima
koji utjeCu na senzorske i nutritivne karakteristike prsuta (Estévez, 2011, Koutina i sur., 2012).
Rezultati odredivanja oksidacije masti i proteina tijekom Sest faza proizvodnje dimljenoga

prsuta prikazani su slikama 27 i 28.
5.3.1. Oksidacija masti tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

SMK nastale tijekom lipolize u prsutu podlozne su oksidaciji, a primarni produkti oksidacije
lipida su nestabilni hidroperoksidi koji se razgraduju nizom slozenih reakcija u sekundarne
oksidacijske produkte (aldehide, ketone, estere i mnoge druge). Stupanj oksidacije masti ovisi
0 nekoliko faktora poput vrijednosti pH i aw, koncentraciji NaCl-a, temperaturi i anatomskoj
lokaciji misica tijekom proizvodnje (Gilles, 2009, Harkouss i sur., 2015, Petrova i sur., 2015a).

Stupanj oksidacije masti odreden TBARS testom (mg MDA/ kg uzorka) statisticki je
znacajno (p<0,05) rastao u oba misica tijekom proizvodnje, od 0,13-0,46 mg MDA/kg u BF i
0,13-0,50 mg MDA/kg u SM. Vrijednosti stupnja oksidacije masti u miSi¢ima nisu se
znacajnije mijenjale sve do faze zrenja (12 mjeseci proizvodnje), kada je odreden znacajan
(p<0,05) porast te maksimalne vrijednosti oksidacije masti. U nedimljenom Celta prSutu
(Bermudez i sur., 2014b) odreden je zna¢ajan (p<0,05) porast stupnja oksidacije masti ve¢ u
Cetvrtom mjesecu proizvodnje. Bududi da je u ovom istrazivanju intenzivniji porast oksidacije
masti odreden mnogo kasnije, moze se pretpostaviti kako je faza dimljenja usporila
oksidacijske promjene na mastima (antioksidativni efekt dima). Dobiveni rezultati su u skladu
s rezultatima drugih istrazivanja kojima je utvrdeno kako se najintenzivnija oksidacija masti
odvija u prvim fazama tehnoloskog procesa proizvodnje prSuta, dok se u fazama zrenja i
produljenog zrenja formiranje oksidacijskih produkata stabilizira zbog njihove razgradnje u
hlapive tvari arome ili reakcija s aminokiselinama ¢ime nastaju Shiffove baze (Koutina i sur.,
2012; Harkouss i sur., 2015; Li i sur., 2020a).

Statisti¢ki znac¢ajne razlike (p < 0,05) izmedu istrazivanih misi¢a u stupnju oksidacije
masti utvrdene su samo nakon faze zrenja u SM, Sto se moZe pripisati prooksidativnom ucinku
NaCl-a koji se u ovom misi¢u nalazi u veéim koncentracijama u prvim fazama tehnoloskog
procesa, a istovremeno je radi vanjske pozicije izlozeniji vanjskim utjecajima, posebice kisiku.
Analizom Pearsonove korelacije (tablice 17 i 18) utvrdena je pozitivna korelacija izmedu
oksidacije masti (TBARS) i NaCl-a u BF ( p<0,01; r =+ 0,851) i SM (p<0,01; r =+ 0,494).

Prooksidativni efekt NaCl-a utvrden je i u istrazivanjima stupnja oksidacije masti tijekom
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proizvodnje drugih vrsta prsuta (Jin i sur., 2012; Bermudez i sur., 2014b, Harkouss i sur., 2015,
2017).

U BF i SM gotovog dimljenog prSuta nisu odredene statisti¢ki znacajne razlike (p>0,05)
u stupnju oksidacije masti. Bermddez i sur. (2014a) su takoder su odredili jednake razine MDA
u BF i SM Celta prsuta nakon faze produljenog zrenja, no uz znatno vise vrijednosti od onih
odredenih u ovom istrazivanju. Dobivene vrijednosti TBARS testa dobivene u ovom
istrazivanju nize su od onih odredenih u BF S$panjolskog prsuta (Li i sur., 2020) te vise od onih

dobivenih na Iberijskom (Cilla i sur., 2005) prSutu nakon 18 mjeseci proizvodnje.

5.3.2. Oksidacija proteina tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta

Znanstvena literatura na temu oksidacije proteina tijekom cijelog tehnoloskog procesa
proizvodnje prSuta priliéno je oskudna (Koutina i sur., 2012; Li i sur., 2020a). Veéina
znanstvenih radova na temu oksidacije proteina u podrucju analitike mesa i mesnih proizvoda
uglavnom je istrazivala utjecaj zamrzavanja, hladenja i mljevenja na oksidaciju proteina u
svjezem mesu (Soladoye i sur., 2015, 2017) ili odredivanjem stupnja oksidacije proteina u
gotovim prSutima i drugim suhomesnatim proizvodima (Armenteros i sur., 2009). Rezultati
odredivanja oksidacije proteina (nmol karbonila / mg proteina) odredeni DNPH metodom
tijekom Sest faza proizvodnje dimljenoga prsuta prikazani su na slici 28.

Udio karbonila u BF 1 SM tijekom proizvodnje dimljenog prSuta nije se statistiki
znacajno (p > 0,05) mijenjao tijekom sve do faze zrenja, kada je u oba miSi¢a odreden
statisticki znacajan (p < 0,05) porast, od pocetnih 10,22 — 26,36 nmol karbonila / mg proteina
u BF i 9,88 — 15,88 u SM nmol karbonila / mg proteina. Sli¢an trend uocen je za BF i SM
Parma prsuta u kojima se stvaranje karbonila nije znac¢ajno povecalo do faze zrenja (Koutina i
sur., 2012). Nakon faze produljenog zrenja odreden je statisticki znacajan (p< 0,05) pad udjela
ukupnih karbonila, do kona¢nih 19,18 nmol karbonila / mg proteina u BF i 15,88 nmol
karbonila / mg proteina u SM. Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima istraZivanja Li i sur.
(2020) koji su pratili razinu ukupnih karbonila od 9-24 mjeseca proizvodnje Spanjolskog prsuta
1 odredili maksimalne razine karbonila u 12 mjesecu proizvodnje, dok izmedu 15, 18, 24
mjeseca nije bilo znacajnih razlika (p<0,05). Koutina i sur. (2012) odredili su stabilizaciju
razina karbonila ve¢ nakon 13 mjeseci proizvodnje Parma prsuta, §to autori pripisuju oksidaciji
karbonila do karboksilnih kiselina ili njihovoj dimerizaciji. Dobivene vrijednosti u gotovom
dimljenom prSutu znatno su viSe od onih dobivenih u istrazivanjima Spanjolskog prSuta (~8

nmol karbonila/mg proteina) (Armenteros i sur., 2009) i Parma prSuta nakon 13 mjeseci
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proizvodnje (~3 nmol karbonila/mg proteina) (Koutina i sur., 2012), no usporedive su s onima
odredenima u BF $panjolskog prsuta nakon 18 mjeseci proizvodnje (~16 nmol karbonila /mg
proteina) (Li i sur., 2020a). Razine karbonila u mesu i mesnim proizvodima opcenito se kre¢u
od 0,5-20 nmol/mg proteina, a opseg oksidacije proteina ¢esto ovisi i o porijeklu sirovine
(pasmini zivotinje 1 uvjetima uzgoja), duljini i uvjetima proizvodnje i skladistenja proizvoda
(Estévez, 2011). Nize razine karbonila u Spanjolskim 1 talijanskim vrstama prsuta iz navedenih
istrazivanja takoder mogu biti posljedica dodatka nitrata i nitrita u fazi soljenja koji imaju
antioksidativni efekt (Gallego i sur., 2018a). Takoder, navedene razlike mogu se pripisati
dodatku visih koncentracija NaCl-a tijekom proizvodnje istrazivanog prSuta, Koji ima
prooksidativni u¢inak na misi¢ne proteine (Wang i sur., 2011). Nadalje, utvrdeno je (Gallego i
sur., 2018b) kako se pomocu oksidiranih peptida porijeklom iz specifi¢nih proteina mogu
identificirati i razlikovati mi$ic¢i pr8uta u razli¢itim fazama proizvodnje. Oksidirani peptidi koji
potjecu od proteolize MHC proteina najznacajniji su za karakterizaciju prSuta tijekom zavr$nih
faza proizvodnje 1 dugog procesa zrenja. To upucuje kako su brzina i intenzitet oksidacije
proteina osim gore navedenih faktora, takoder u odredenoj mjeri pod utjecajem proteolitickih
procesa tijekom proizvodnje prsuta (Poljanec i sur., 2021b).

Izmedu dva istrazivana miSi¢a utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) u udjelu
ukupnih karbonila samo nakon faze produljenog zrenja. Unato¢ tome §to je zbog SM izlozeniji
kisiku i ve¢im koncentracijama NaCl-a koji je prooksidans (Soladoye i sur., 2015), u gotovom
dimljenom prSutu odredeni su znacajno visi (p<0,05) udjeli ukupnih karbonila u BF u odnosu
na SM. Suprotno rezultatima ove studije, Koutina i sur. (2012) odredili su intenzivniji stupanj
oksidacije proteina u SM tijekom 13 mjeseci proizvodnje Parma prsuta. Veci udio karbonila u
SM (1,57 nmol/mg proteina) nego u BF (0,94 nmol / mg proteina) odreden je i tijekom faze
soljenja Xuanwei prSuta u trajanju od 90 dana (Wang i sur., 2011). Medutim, mora se uzeti u
obzir da prsuti iz spomenutih studija (Wang i sur., 2011; Koutina i sur., 2012) nisu prosli proces
produljenog zrenja tijekom kojeg se odvija snazna proteoliticka aktivnost (slike 24 i 25) za
koju se pretpostavlja da ima promovirajuéi efekt na procese oksidacije proteina (Bao i Ertbjerg,
2019; Gan i sur., 2019). Stoga se moze pretpostaviti da je veci intenzitet oksidacije proteina u
BF posljedica vece proteoliticke aktivnosti u BF, a temelj za ovu pretpostavku pruzaju i
utvrdeni koeficijenti korelacije (tablice 17 1 18) koju upucuju na srednju do jaku pozitivou
korelaciju izmedu proteolize 1 oksidacije proteina (p<0,01; r = (+) 0,47 — (+) 0,64). Takoder,
znacajno nizi (p<0,05) udjeli ukupnih karbonila u misi¢u SM, koji je tijekom proizvodnje

izlozeniji komponentama dima, sugeriraju kako hladno dimljenje (< 22 °C) provedeno u
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kontroliranim industrijskim uvjetima mozZe u odredenoj mjeri djelovati antioksidativno,

odnosno protektivno na procese oksidacije proteina.

5.3.3. Meduovisnost proteolitickih, lipolitickih i oksidacijskih promjena tijekom proizvodnje

dimljenog prsuta

Brojna istrazivanja utvrdila su kako proteini i proteinski ostaci reagiraju sa sekundarnim
produktima lipidne oksidacije (primarno aldehidima) istaknuvs$i visok stupanj pozitivne
korelacije izmedu procesa oksidacije masti i proteina u mesu i mesnim proizvodima
(Armenteros i sur., 2009; Fuentes i sur., 2010; Wang i sur., 2018; Zareian i sur., 2019).
Medutim, Pearsonovom analizom korelacije u ovom istrazivanju nije utvrdena znaCajna
(p>0,05) povezanost izmedu ova dva procesa tijekom proizvodnje dimljenoga prSuta. Vazno
je uzeti u obzir kako su sva navedena istrazivanja u kojima je utvrdena snazna korelacija
(p<0,05, r >+ 0,90) izmedu oksidacije masti i proteina provedena na svjeZzem mesu bez dodatka
soli ili drugih sastojaka (Wang i sur., 2018; Zareian i sur., 2019) ili na gotovim prSutima
(Armenteros i sur., 2009; Fuentes i sur., 2010), dok u literaturi nisu dostupne studije o
povezanosti ova dva procesa tijekom cijelog tehnoloSkog procesa proizvodnje prsuta ili sli¢nih
suhomesnatih proizvoda. Dostupna istrazivanja odredivala su povezanost specifi¢nih
produkata oksidacije masti (heksanala) i oksidacije proteina (AAS i GGS), dok DNPH i
TBARS metode nisu dovoljno specificne (Irwin i Hedges, 2004; Estévez, 2011) da bi se
njihovim rezultatima mogla preciznije utvrditi njihova povezanost. Takoder, na oksidacijske
procese utjece i koncentracija dodane soli tijekom proizvodnje, kao 1 proteoliticki procesi, uz
pretpostavku odredenog protektivnog efekta komponenti dima primijenjenog u ovom

istraZivanju.

Kao $to je spomenuto u teorijskom dijelu, u dostupnim literaturnim podacima o odnosu
proteolize i oksidacije proteina prikazani su proturjecni rezultati. Provedena je Pearsonova
analiza korelacije (tablice 17 i 18) u svrhu utvrdivanja povezanosti ova dva procesa tijekom
proizvodnje dimljenoga prsuta, kojom je utvrdeno kako su oksidacija proteina i proteoliza
statisti¢ki znacajno povezane (p< 0,01) srednjom do jakom korelacijom ( r = (+) 0,47 — (+)
0,64). U BF je utvrdena umjerena pozitivna korelacija izmedu oksidacije proteina (DNPH) i
indeksa proteolize odredenim metodom s Cd-ninhidrinom (p<0,01, r = + 0,641), kao i umjerena
pozitivna korelacija izmedu procesa oksidacije proteina (DNPH) i nastanka proteolitickih
produkata, aminokiselina (p<0,01, r = + 0,569) i dipeptida (p<0,01, r = + 0,607).
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U SM je utvrdena umjerena pozitivna korelacija izmedu oksidacije proteina (DNPH) i
indeksa proteolize odredenim omjerom neproteinskog i ukupnog dusika (p<0,01, r =+ 0,467)
i metodom s Cd-ninhidrinom (p<0,01, r =+ 0,588), kao i umjerena pozitivna korelacija izmedu
procesa oksidacije proteina (DNPH) i aminokiselina (p<0,01, r = + 0,610) i dipeptida (p<0,01,
r=+0,612).

Moze se pretpostaviti kako je oksidacija proteina dovela do razmatanja proteinske
dimljenog prSuta, odnosno da je proteoliza intenzivirala produkciju karbonila razgradnjom
proteina na manje fragmente koji su potom postali podlozniji oksidacijskim procesima
(Estévez, 2011, Poljanec i sur., 2021b). Takoder, iz dobivenih rezultata (slike 24, 25 i 28) moze
se zakljuciti kako su se ova dva procesa odvijala simultano, posebice tijekom faze zrenja.
Rezultati upucuju na interakciju oksidacije proteina i proteolize tijekom proizvodnje
dimljenoga prsuta i sukladni su zaklju¢cima prethodnih istrazivanja kako umjeren stupanj

oksidacije proteina promovira proteoliti¢ke procese (Bao i Ertbjerg, 2019).

5.4. Profil hlapivih spojeva arome tijekom proizvodnje dimljenoga prSuta

Okus i aroma prSuta najznacajnije su karakteristike prSuta koje utjecu na prihvatljivost kod
potroSaca (Dominguez i sur., 2019b). Aroma prsuta posljedica je nastanka hlapivih komponenti
koje su rezultat biokemijskih procesa (lipolize, proteolize, Streckerove razgradnje i
Maillardovih reakcija) tijekom proizvodnje, dok produljenjem faze zrenja specifi¢na senzorska
svojstva postaju izrazenija (Toldra, 1998; Pugliese i sur., 2015). Najznacajnije hlapive
komponente arome prsuta su aldehidi, alkoholi, ketoni, karboksilne kiseline i ugljikovodici
(Petricevi€ i sur., 2018). U tablici 15 prikazani su rezultati odredivanja profila hlapivih spojeva

arome tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta.

Istrazivanjem aromatskog profila u miSi¢ima BF i SM dimljenoga prSuta tijekom Sest faza
proizvodnje odredeno je ukupno 95 spojeva: u sirovom prSutu odreden je 31 spoj, nakon
soljenja 40 spojeva, nakon dimljenja 58 spojeva, nakon suSenja 60 spojeva, nakon zrenja 72
(prsut starosti 12 mjeseci), a nakon produljenog zrenja (prsut starosti 18 mjeseci) 79 spojeva.
Tijekom cijelog procesa, najzastupljeniji spojevi bili su aldehidi (20), a u znacajnoj mjeri
odredeni su 1 spojevi iz skupine fenola (18) i alkohola (16). U ne§to manjim koncentracijama
odredeni su ketoni (13), aromatski (11) i alifatski (6) ugljikovodici, esteri (6), terpeni (3) i
kiseline (2). Tijekom 18 mjeseci proizvodnje, koncentracije individualnih aromatskih spojeva
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znacajno (p<0,05) su se mijenjale kroz proces. Aromatski profili istrazivanih misica takoder su
se medusobno znac¢ajno razlikovali (p<0,05), ponajviSe u drugoj polovici proizvodnog procesa.

Aldehidi imaju znacajan utjecaj na aromu prsuta zbog niskog praga osjetljivosti, iako
njihov utjecaj na aromu ovisi i 0 njihovoj kemijskoj strukturi (Gandemer, 2002). U ovom
istrazivanju aldehidi su bili najzastupljeniji spojevi u dimljenom prsutu, sukladno rezultatima
istrazivanja Jinhua (Huang i sur., 2014) 1 Toscano (Pugliese i sur., 2010) prSutu tijekom
proizvodnje, Kraskom prsutu nakon 16 mjeseci proizvodnje (Pugliese i sur., 2015) i raznim
mediteranskim vrstama prsuta (Sabio i sur., 1998). Najvisi udjeli aldehida odredeni su u oba
misi¢a nakon soljenja, nakon ¢ega se njihovi udjeli znacajno (p<0,05) smanjuju (od 64,09 % u
BF i 64,68 % u SM do 41,41 % u BF i 26,73 % u SM). Smanjenje udjela aldehida vjerojatno
je posljedica porasta udjela fenola, osobito u misicu SM (Petricevic i sur., 2018). Pad udjela
aldehida tijekom proizvodnje odreden je i u BF i SM Celta prSuta (Bermudez i sur., 2015) i
S$panjolskog suhomesnatog proizvoda ,,lacon” (Lorenzo i sur., 2014). Aldehidi se dijele na
zasi¢ene (poput pentanala, heksanala, heptanala, oktanala) i nezasi¢ene (poput 2-pentenala, 2-
heksenala, 2-heptanala, 2-oktenala i 2-nonenala) koji potjeu od autooksidacije nezasi¢enih
masnih kiselina te na razgranate lancane (poput 2-metilpropanala and 3-metillbutanala) i
aromatske (benzaldehid) koji potje€u od proteolitickih reakcija ili razgradnje aminokiselina
je heksanal, dok je u gotovom prsutu starosti 18 mjeseci najzastupljeniji bio nonanal. Heksanal
se smatra dobrim indikatorom lipidne oksidacije, koji u manjim koncentracijama pridonosi
pozeljnoj aromi pruta, a u vis$im koncentracijama je nosioc arome uzeglosti (Pham i sur.,
2008). Opcenito, udjeli heksanala visi su u po¢etnim fazama proizvodnje nego u zrelijem prsutu
(Pugliese i sur., 2015). Sukladno rezultatima ovog istraZivanja, Bermudez i sur. (2014a) su
odredili znaCajan pad heksanala nakon produljenog zrenja, vjerojatno kao posljedica
razgradnje u karboksilne kiseline ili druge spojeve arome. Razgranati i aromatski aldehidi
imaju nizak prag osjetljivosti i ¢esti su nosioci arome zrelog prsuta (Petri¢evi¢ i sur., 2018).
Udjeli 3-metilbutanala, 2-metilbutanala, benzenaldehida i benzenacetaldehida znacajno
(p<0,05) su rasli su kroz proces, a najvise razine odredene su nakon faze produljenog zrenja.
2-metilbutanal povezan je s aromom po siru i orasastim plodovima, a 3-metilbutanal s aromom
po vocu 1 ziru (Sirtori 1 sur., 2020) U gotovom prSutu starosti 18 mjeseci, benzaldehid 1
benzenacetaldehid su odredeni u najvisim udjelima. Benzaldehid je nosioc aromatskih nota
gorkog badema, a benzenacetaldehid arome po ziru i arome uzeglosti. Visoke razine
benzaldehida opcenito su povezane s duljim procesom zrenja te se mogu pronaci u visokim

udjelima u Spanjolskim vrstama prSuta starosti 2-3 godine (Petri¢evi¢ i sur., 2018). Vecina
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nezasi¢enih aldehida detektirana je tek nakon faze zrenja, a njihovi udjeli porasli su nakon
dodatnih 6 mjeseci proizvodnje. Od nezasi¢enih aldehida u najvec¢em udjelu je odreden 2E-
decenal, nosioc arome po gljivama i zemlji (Andres i sur., 2002).

Fenoli imaju nizak prag osjetljivosti i nosioci su karakteristicnog okusa i arome
dimljenih mesnih proizvoda (Marusi¢ Radov¢ié i sur., 2016). Njihovo prisustvo karakteristi¢éno
je za dimljene prSute te su u visokim koncentracijama odredeni u Dalmatinskom i Drniskom
prsutu (Petrievi¢ i sur., 2018). Opcenito, spojevi iz skupine fenola koji u najve¢oj mjeri
pridonose aromi dimljenog prsuta su eugenol, 2,6-dimetoksifenol, 4-etilgvajakol, 2-metilfenol,
3-metilfenol i 4-metilfenol koji su takoder detektirani u ovom istrazivanju. Drugi autori odredili
su znacajan utjecaj gvajakola, 4-metil gvajakola i fenola na aromu dimljenog prsuta, no njihova
prisutnost nije detektirana u ovom istrazivanju (Marusi¢ i sur., 2016). Razli¢it profil fenolnih
komponenti moze biti posljedica razlika u vrstama drveta i biljaka koji se koriste za dimljenje
(Petricevi¢ 1 sur., 2018). Znafajan porast udjela fenola odreden je u drugoj polovici
proizvodnje, nakon faze dimljenja. Misi¢ SM je zbog svoje vanjske lokacije u butu u direktnom
kontaktu s dimom tijekom dimljenja i posljedi¢no znacajno vece (p<0,05) udjele ukupnih
fenola tijekom cijele proizvodnje. Koncentracije ukupnih fenola u istrazivanim misi¢ima rasle
su tijekom proizvodnog procesa do faze zrenja, kada su u miSi¢cima odredene maksimalne
razine fenola (23,22% u BF i 52,27 % u SM). Dodatnih 6 mjeseci zrenja utjecalo je na pad
udjela fenola u misicu SM (52,27 %-42,78 %). Najzastupljeniji fenoli odredeni u ovom
istrazivanju su 2-metoksifenol, 4-metilfenol i 2-metilfenol. Ovi spojevi su u visokim udjelima
pronadeni i u drugim istrazivanjima na Dalmatinskom (Marusi¢ i sur., 2016; Petricevi¢ i sur.,
2018) 1 Drniskom (Petri¢evic i sur., 2018) prsutu.

Alkoholi su hlapive komponente arome koje uglavnom potjecu od reakcija oksidacije
masti, no mogu nastati i kao produkti redukcije aldehida i metilketona ili Streckerovom
razgradnjom aminokiselina, a uglavnom nose drvene i biljne aromatske note te aromu ,,po
masnome® (Bermutdez i sur., 2015). Tijekom 12 mjeseci proizvodnje, u SM je odredeno
znacajno (p<0,05) smanjenje udjela ukupnih alkohola (21, 23 % - 6,46 %) $to se mozZe pripisati
porastu udjela fenolnih komponenti (Petri¢evic 1 sur., 2018). Produljeno zrenje utjecalo je na
znacajan (p<0,05) porast udjela ukupnih alkohola u oba miSi¢a, u skladu sa rezultatima
Pugliese i sur. (2015) u BF i SM Kraskog prsuta nakon faze produljenog zrenja.
Najzastupljeniji spojevi iz skupine alkohola kroz proizvodnju su bili 1-okten-3-ol, 1-oktanol i
1-pentanol. 1-okten-3-ol odreden je kao najzastupljeniji i u Dalmatinskom (Marusi¢ i sur.,
2016), Toscano (Sirtori i sur., 2020) i Kraskom (Pugliese i sur., 2015) prSutu. 1-okten-3-ol je

produkt razgradnje linolenske kiseline, a nosioc je arome “po gljivama” uz nizak prag
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osjetljivosti za razliku od mnogih drugih spojeva arome iz ove skupine. 1-pentanol nosioc je
arome po gorivu, vocu 1 balzami¢ne arome, dok 1-0ctanol nosi orasaste note, kao i note “po
masnome” i “zagorenome”.

Ketoni su hlapivi spojevi arome koji potje¢u od autooksidacije masti ili od metaboli¢kih
reakcija mikroorganizama, a nosioci su arome po kuhanome mesu i plavim pljesnivim
sirevima. S obzirom da dim ima antimikrobni efekt, dimljeni prsuti obi¢no imaju manji udio
ketona od nedimljenih (Petricevi¢ i sur., 2018). Udio ketona u BF znacajno (p<0,05) se
poveéavao kroz proizvodnju (4,78-10,36 %), a najvisi udjeli odredeni su nakon faze
produljenog zrenja. U SM je odredeno povecanje do faze dimljenja (5,82-12,85 %). Na kraju
proizvodnje, nisu odredene znacajne razlike (p<0,05) u udjelu ukupnih ketona izmedu dva
misic¢a. U istrazivanju Bermudez i sur. (2015), udio ketona u BF i SM Celta prSuta znacajno je
rastao do faze zrenja (12 mjeseci) uz znacajni pad nakon produljenog zrenja. Pugliese i sur.
(2015) odredili su znacajan porast udjela ukupnih ketona nakon faze produljenog zrenja
Kraskog prsuta. Najzastupljeniji ketoni odredeni u ovom istrazivanju su 2,5-oktanedion, 2,3-
dimetil-2-ciklopenten-1-on i 1-okten-3-on. U Dalmatinskom, Krckom i Istarskom 2,5-
oktanedion je takoder odreden kao najzastupljeniji keton (Petricevi¢ i sur., 2018). U ovom
istrazivanju su odredena tri spoja iz skupine 2-ketona (2-butanon, 2-heptanon i 2-nonanon),
koji su prepoznati kao nosioci specifitne arome po tropskom vocu, oraSastim plodovima i
tostiranome (Bermudez i sur., 2014a),

Aromatski ugljikovodici potjecu od reakcija oksidacije masti, dimljenja, mikrobioloske
aktivnosti ili iz sto¢ne hrane (Huang i sur., 2014; Petrievi¢ i sur., 2018). Razine aromatskih
ugljikovodika u misi¢ima blago su, no znacajno (p<0,05), varirale kroz proizvodni proces.
Najznacajnije razlike izmedu dva miSi¢a odredene su nakon faze suSenja, kada su u SM
odredene statistiCki znacajno (p<0,05) veci udjeli aromatskih ugljikovodika. ViSe razine ovih
spojeva u SM vjerojatno su posljedica direktnog kontakta ovog miSi¢a s dimom u fazi
dimljenja, buduéi da su Petricevi¢ i sur. (2018) odredili znacajno vise udjele ovih spojeva u
dimljenim u odnosu na nedimljene prute. Benzen i 1,3,5-trimetilbenzen bili su najzastupljeniji
pripadnici ove skupine spojeva tijekom cijelog procesa proizvodnje.

Alifatski ugljikovodici ne pridonose znacajno aromi prsuta, s obzirom da imaju visok
prag osjetljivosti te su u prSutima Cesto prisutni u niskim koncentracijama (Pugliese i sur.,
2015). Maksimalne koncentracije alifatskih ugljikovodika odredene su u sirovom prsutu te su
se znacajno su se smanjivale (p < 0,05) tijekom proizvodnje. Suprotno rezultatima ovog

istrazivanja, Bermudez i sur. (2015) odredili su zna¢ajan porast razina alifatskih ugljikovodika
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kroz cijeli proces proizvodnje Celta prsuta, uz najvise vrijednosti odredene nakon produljenog
zrenja.

Esteri nastaju enzimskom esterifikacijom masnih kiselina i alkohola tijekom
proizvodnje prSuta, uglavnom aktivno$¢u bakterija mlijecne kiseline ili Micrococcacea
(Bermudez i sur., 2015). Kratkolanc¢ani esteri nosioci su voéne arome, dok dugolan¢ani esteri
nose masne aromatske note (Petri¢evic i sur., 2018). Udio ukupnih estera u oba misi¢a znacajno
se smanjivao do faze produljenog zrenja, nakon koje je utvrden njihov porast (p<0,05).
Znacajno (p<0,05) vise razine estera odredene su u BF, sukladno rezultatima Bermudez i sur.
(2015) u BF i SM Celta prsuta kroz 18 mjeseci proizvodnje. U ovom istraZivanju je odredeno
Sest spojeva iz skupine estera, od kojih su dva (etil oktanoat i butil butanoat) detektirana tek
nakon faze produljenog zrenja. Etil heksanoat je bio najzastupljeniji ester tijekom proizvodnje
dimljenoga prsuta. U istrazivanom dimljenom prSutu nisu odredene visoke koncentracije
estera, ¢ime se razlikuje od drugih mediteranskih prsuta poput Toscano (Pugliese i sur., 2010),
Celta (Bermudez i sur., 2015) i Parma prsutu (Bolzoni, 1996) u kojima esteri ¢ine glavnu
skupinu spojeva arome.

Terpeni su spojevi koji u prSutu uglavnom potjecu od zacina dodanih tijekom
proizvodnje, posebice papra (Petricevi¢ i sur, 2018). U sirovom prSutu nije odredena prisutnost
terpena, a najvisi (p<0,05) udjeli odredeni su nakon faze dimljenja u oba misic¢a, uz pad u
kasnijim fazama proizvodnje. U ovom istrazivanju odredena su samo tri spoja iz skupine
terpena (mircen, limonen i linalool). Najzastupljeniji terpen odreden u istrazivanom prsutu je
limonen koji potjece od prehrane svinja (Pugliese i sur., 2015). Petrievi¢ i sur. (2018) odredili
su visoke udjele terpena u Istarskom (9,44 %) i Kr¢kom (4,88 %) prSutu ¢ija je proizvodnja
karakteristi¢na po dodatku raznih zacina u fazi soljenja.

Kiseline potjecu od hidrolize triglicerida ili fosfolipida tijekom proizvodnje prsuta (L1
i sur., 2020b). Od svih skupina aromatskih spojeva u istrazivanom prsutu, kiseline su bile
najmanje zastupljene. 1z skupine Kiselina odredena su samo dva spoja (oktanoi¢na i 4-hidroksi-
3-metoksibenzoi¢na kiselina) u SM nakon faze produljenog zrenja. Niske razine kiselina
odredene su 1 tijekom proizvodnje suhomesnatog proizvoda ,,lacon* (Lorenzo i sur., 2014), dok
su u drugim vrstama prsuta poput Jinhua (Huan i sur., 2005), Celta (BermUdez i sur., 2015) i

Toscano (Pugliese i sur., 2010) odredeni znatno visi udjeli spojeva ove skupine.
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5.5. Senzorske karakteristika dimljenoga prSuta (prsut starosti 12 i 18 mjeseci)

Senzorske i funkcionalne karakteristike proizvoda usko su povezane s kvalitetom sirovine i
tehnoloSkim procesom proizvodnje (Virgili i Parolari, 1991). Brojne biokemijske reakcije koje
se odvijaju tijekom procesa zrenja i produljenog zrenja dovode do znacajnih promjena u
sastavu i u senzorskim svojstvima prsuta (Cilla i sur., 2005). Senzorska analiza prSuta starosti
121 18 mjeseci provedena je od strane treniranog senzorskog panela (8 ocjenjivaca) procjenom
senzorskih svojstava prSuta koriste¢i nestrukturiranu linijsku skalu (Benedini i sur., 2012). U
tablici 16 su prikazani rezultati senzorskih ocjena 18 svojstava istrazivanih misi¢a dimljenoga

prsuta.

Senzorskom analizom miSi¢a BF 1 SM prSuta nakon faze zrenja (starosti 12 mjeseci, u daljem
tekstu: BF5 i SM5) utvrdene su statisticki znacajne (p < 0,05) razlike u intenzitetu mirisa,
mirisa po mesu i mirisa po dimljenome pri ¢emu su navedeni deskriptori bili intenzivniji
(p<0,05) u SM5. Moze se pretpostaviti kako je jaci intenzitet deskriptora mirisa u SMS5
posljedica vece izloZenosti ovog miSi¢a dimu tijekom faze dimljenja. Misi¢ SMS5 takoder je
imao veéi (p< 0,05) intenzitet boje misi¢nog tkiva, $to se pripisuje adheziji komponenata dima
nanjegovu povrsinu (Petrievié i sur., 2018; Marusi¢ Radov¢ié i sur., 2021). Dobiveni rezultati
sukladni su provedenom instrumentalnom analizom boje (tablica 8) kojom je odredena manja
(p<0,05) svjetlina (L*) tog miSi¢a nakon faze zrenja. U BF5 je odredena je veca (p < 0,05)
vlaznost povrS$ine 1 topivost te manja (p<0,05) tvrdoca Sto se povezuje s viS§im udjelima vode u
tom mi$i¢u nakon zrenja (tablica 10). U BF5 je odredena veca (p<0,05) mramoriranost i
kiselost. Veci (p<0,05) intenzitet slanog okusa u BF5 povezuje se s vi§im udjelima soli (tablica
10) nakon faze zrenja.

Senzorskom analizom misi¢a BF i SM prSuta nakon faze produljenog zrenja (starosti
18 mjeseci, u daljem tekstu: BF6 i SM6) utvrdene su sli¢ne razlike (p>0,05) izmedu misic¢a u
kao i u prethodnoj fazi. U SM6 je utvrden (p < 0,05) veci intenzitet mirisa, mirisa po mesu i
dimljenome te intenzitet boje miSi¢nog tkiva. Takoder, u SM6 je utvrdena veca (p<0,06)
gorc¢ina i tvrdoca te prisutnost kristala tirozina. BF6 je imao veéu (p<0,05) topivost i vlaznost
te slaniji okus. Rezultati senzorske analize BF6 i SM6 sukladni su rezultatima instrumentalne
analize boje te osnovnog kemijskog sastava.

Okusi po zacCinjenome i biljnome nisu utvrdeni buduc¢i da se u proizvodnji
Dalmatinskog prSuta ne dodaju zacini. Senzorska svojstva biokemijskih mirisa (melasa,

izgoreno, zemlje, pljesnivo, octena kiselina, trulo jaje) odredena su u samo nekoliko uzoraka
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istrazivanih miSica i to u vrlo niskom intenzitetu, a prisustvo bijelih kristala tirozina odredeno
je u samo nekoliko uzoraka SM6.

U provedenom istrazivanju utvrdena je znacajna (p < 0,05) razlikovnost pojedinih
senzorskih svojstava prSuta u ovisnosti o stupnju zrenja (12 i 18 mjeseci starosti). Izmedu BF
prSuta razliCitog vremena zrenja utvrdena je znacajna razlikovnost (p<0,05) u deskriptorima
boje (boja miSi¢nog tkiva, boji masnog tkiva, ujednacenost boje) izgleda (mramoriranost i
vlaznost povrsine), okusa (slano i gorko) i teksture (tvrdoca i topljivost). Intenzitet mirisa, miris
po dimu i1 mramoriranost imali su ujednacen (p > 0,05) intenzitet u BF5 i BF6. Razlike u
pojedinim senzorskim svojstvima misi¢a BF razli¢itog vremena zrenja posljedica su dodatnog
prosusivanja (intenzivnija boja, manja vlaznost povrsine i veca tvrdoca), distribucije soli kroz
misi¢je buta (manja slanost), intenzivnije oksidacije masti (manji intenzitet boje masnog tkiva
i manja ujednacenost boje), nakupljanja proteoliti¢kih produkata (povecana gorc¢ina porijeklom
iz aminokiselina) 1 omekSavanja kao posljedica proteolize (povecana topivost) i u skladu su s
provedenim analizama fizikalno-kemijskih parametara (tablice 8 i 9), indeksa proteolize (slike
241 25) i aminokiselinskog profila (tablica 13) i oksidacije masti (slika 27).

U SM dimljenog prsuta razli¢itog vremena zrenja utvrdena je znacajna razlikovnost
(p<0,05) u intenzitetu mirisa, boje (boja misi¢nog tkiva, boji masnog tkiva, ujednacenost boje),
izgleda (mramoriranost, vlaznost povrSine i prisutnost Kkristala tirozina), okusa (slano, kiselo i
gorko) 1 teksture (tvrdoca i topljivost). Intenzitet mirisa po mesu, po dimu, biokemijsko i slatki
okus imali su ujednacen (p > 0,05) intenzitet u SMS5 i SM6. Razlike (p<0,05) u pojedinim
senzorskim svojstvima miSica SM razli¢itog vremena zrenja posljedica su dodatnog
prosusivanja (intenzivnija boja miSiénog tkiva, ve¢a mramoriranost, manja vlaznost povrsine i
topivost), distribucije soli kroz miSi¢je buta (manja slanost, manja ujednacenost boje),
nakupljanja proteolitickih produkata (veca gorc¢ina 1 prisutnost kristala tirozina) i1 oksidacije
masti (intenzivniji miris, manji intenzitet boje masnog tkiva, manja ujednacenost boje i veca
kiselost) i u skladu su s provedenim analizama fizikalno-kemijskih parametara (tablice 8 i 9),
indeksa proteolize (slike 24 i 25), aminokiselinskog profila (tablica 13) i oksidacije masti (slika
27).

Misi¢ SM nedimljenih prSuta ima opéenito vecu prihvacenost kod potrosaca u odnosu
na BF, §to je prema Bermudez i sur. (2014b) posljedica razlika u omjerima specificnih
aminokiselina te razli¢itih udjela vode i soli. U istrazivanju senzorskih karakteristika Serrano
prsuta razli¢itog vremena zrenja (Cilla i sur., 2005), autori nisu odredili zna¢ajne (p>0,05)
razlike u boji, ujednacenosti boje i mramoriranosti BF i SM prSuta 12 i 8 mjeseci starosti.

Medutim, Serrano prsut se ne proizvodi uz primjenu dimljenja koje bi uzrokovalo razlike u
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intenzitetu boje izmedu misic¢a, ve¢ uz dodatak nitrata i nitrita koji daju karakteristi¢nu crvenu
boju koja ostaje stabilna i ujednacena tijekom proizvodnje (T6ldra, 2002). U istom istrazivanju,

prsut starosti 18 mjeseci imao je veéi intenzitet arome, slanog okusa i tvrdoce od prsuta starosti

12 mjeseci, istovjetno rezultatima ovog istrazivanja.
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6. ZAKLJUCCI



Na temelju prikazanih rezultata i provedene rasprave, izvedeni su sljedeci zakljuéci:

1.

Istrazivani fizikalno-kemijski parametri statisticki su se znacajno (p<0,05) mijenjali u
misi¢ima BF i SM tijekom tehnoloskog procesa proizvodnje dimljenoga prSuta. Na kraju
proizvodnje u misSi¢u BF su odredene statisticki znacajno vise (p < 0,05) vrijednosti
parametra svjetline (L*), crvenosti (a*) 1 zutine (b*), adhezivne sile (N), adhezivnosti
(Nmm), kohezivnosti, vode (%), pepela (% s.tv.) i NaCl-a (%). U SM su odredene
statistiCki znacajno vise (p < 0,05) vrijednosti tvrdo¢e (N), gumenosti (N), Zvakljivosti

(Nmm) 1 prijeloma te visi udjeli proteina (% s.tv.).

Analizom indeksa proteolize dvjema metodama utvrden je statisticki znaCajan porast
(p<0,05) indeksa proteolize u oba misica tijekom proizvodnje dimljenoga prSuta, a pritom
je odreden intenzivniji stupanj proteoliti¢ke aktivnosti u BF u odnosu na SM. Metoda
mjerenja indeksa proteolize s Cd-ninhidrinom tijekom proizvodnje dimljenoga prSuta
predstavlja prakti¢niji i brzi pristup od odredivanja indeksa proteolize standardnom

metodom.

SDS-PAGE analizom sarkoplazmatskih proteina BF i SM tijekom proizvodnje utvrden je
statisticki znacajan (p<0,05) pad relativnog intenziteta veéine sarkoplazmatskih proteinskih
vrpei, s najizrazenijim padom fosforilaze B (97,0 kDa), vrpci u podrucju 64,1 - 41,7 kDa,
gliceraldehid fosfat DH (36,7 kDa) i mioglobina (18,5 kDa). Faza soljenja je u mnogo

veéem opsegu i intenzitetu utjecala na sarkoplazmatske proteine SM.

SDS-PAGE analizom miofibrilarnih proteina istrazivanih misi¢a tijekom proizvodnje
utvrden je znacajan (p<0,05) pad relativnog intenziteta vec¢ine miofibrilarnih proteinskih
vrpci. Najizrazeniji pad relativnog intenziteta odreden je za vrpce 130 kDa, a-aktinin (96,7
kDa) i vrpce u podrucju 28,1 kDa-16,9 kDa. Razgradnja miofibrilarnih proteina tijekom

proizvodnje odvijala se u mnogo ve¢em opsegu i intenzitetu u misi¢u BF.

Najznacajnije promjene profila sarkoplazmatskih i miofibrilarnih proteina BF i SM
utvrdene su nakon faze produljenog zrenja. Pritom je detektirana intenzivna razgradnja
vec¢ine miofibrilarnih proteina te potpuni nestanak vrpci proteina manjih MW (28,1 kDa-
16,9 kDa).

Odreden je statisticki znacajan (p < 0,05) porast udjela ukupnih aminokiselina te pad udjela
dipeptida u oba miSi¢a tijekom proizvodnje dimljenoga prSuta. U BF i SM gotovog

dimljenog prSuta u najvisim su udjelima odredene glutaminska kiselina, lizin, alanin 1
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leucin. U gotovom dimljenom prsutu misi¢ BF sadrzavao je znacajno (p<0,05) vise udjele

svih ukupnih aminokiselina i dipeptida u odnosu na SM.

7. Profili masnih kiselina u BF 1 SM dimljenoga prSuta statisticki su se znacajno (p<0,05)
mijenjali kroz proizvodni proces. Udjeli ve¢ine MK u gotovom dimljenom prSutu bili su
usporedivi s onima odredenima u sirovom butu. U gotovom dimljenom prsutu u najvec¢em
su udjelu odredene oleinska (C18:1c), palmitinska (C16:0), stearinska (C18:0), linolna
(C18:2cn6) i miristinska (C14:0) kiselina. BF i SM gotovog dimljenog prsuta sadrzavali su
38,72-38,77 % SFA, 51,59-52,64 % MUFA i 8,56-9,23 % PUFA, §to predstavlja sastav

masnih kiselina tipi¢an za proizvode od svinjskog mesa.

8. Stupanj oksidacije masti odreden TBARS testom statisticki je znacajno (p<0,05) rastao u
oba miSica tijekom proizvodnje. Porast stupnja oksidacije masti u oba misi¢a odreden je
do faze zrenja, dok je nakon faze produljenog zrenja odredena stabilizacija formiranja
oksidacijskih produkata. U BF i SM gotovog dimljenog prSuta nisu odredene statisticki
znacajne razlike (p>0,05) u stupnju oksidacije masti. Dobiveni rezultati upucuju kako je
antioksidativni efekt dima u odredenoj mjeri usporio oksidaciju masti u istrazivanom

prsutu.

9. Stupanj oksidacije proteina u BF i SM odreden DNPH testom nije se statisticki znacajno
(p > 0,05) mijenjao tijekom proizvodnje sve do faze zrenja, nakon koje je odredena
maksimalna razina ukupnih karbonila istrazivanog dimljenog prsuta. U gotovom
dimljenom prsutu odredeni su znacajno visi (p < 0,05) udjeli ukupnih karbonila u BF u
odnosu SM, iz ¢ega se moze zakljuciti kako proteoliticki procesi intenziviraju nastanak
proteinskih karbonila, ali i kako hladno dimljenje (< 22 °C) moze u odredenoj mjeri

djelovati protektivno na procese oksidacije proteina.

10. Rezultati Pearsonove analize korelacije nisu pokazali znacajnu (p > 0,05) povezanost

procesa oksidacije masti i oksidacije proteina tijekom proizvodnje dimljenoga priuta.

11. Rezultati istrazivanja meduovisnosti procesa proteolize 1 oksidacije proteina sugeriraju
njihovu medusobnu interakciju. Procesi proteolize i oksidacije proteina tijekom

proizvodnje dimljenoga prsuta odvijali su se simultano i medusobno se promovirali.

12. Istrazivanjem profila hlapivih spojeva arome u miSi¢ima BF i SM dimljenoga prSuta
tijekom Sest faza proizvodnje odredeno je ukupno 95 spojeva, od kojih su u najveéim

koncentracijama odredeni aldehidi, fenoli i1 alkoholi. Udjeli hlapivih spojeva arome
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

statistiCki su se znacajno (p < 0,05) mijenjali tijekom proizvodnje. Anatomska lokacija
miSi¢a u butu tijekom proizvodnje dimljenoga prSuta utjecala je na konacan aromatski
profil misSi¢a te su u BF odredeni znacajno visi (p<0,05) udjeli veéine hlapivih spojeva
arome, kao posljedica intenzivnijeg stvaranja proteolitickih produkata zasluznih za

formiranje kona¢ne arome dimljenoga prsuta.

Kvantitativnom deskriptivnom senzorskom analizom dimljenoga prSuta nakon faze zrenja
(prSut starosti 12 mjeseci) 1 produljenog zrenja (prsut starosti 18 mjeseci) utvrdena je
znacajna razlikovnost (p < 0,05) izmedu BF i SM u odredenim senzorskim deskriptorima.
Nepozeljna senzorska svojstva poput biokemijskih mirisa (melasa, izgoreno, zemlje,

pljesnivo, octena kiselina, trulo jaje) nisu detektirana niti u jednom uzorku.

Nakon faze zrenja, u SM5 je odreden znacajno veéi (p < 0,05) intenzitet pojedinih
deskriptora mirisa (intenzitet mirisa, miris po mesu i miris po dimljenome), intenzitet boje
misi¢nog tkiva i tvrdo¢a u SMS5, dok je veci intenzitet (p < 0,05) mramoriranosti, vlaznosti

povrsine, slanosti 1 kiselosti 1 topivosti u BF5.

Nakon faze produljenog zrenja, u SM6 je odreden znacajno veci (p < 0,05) intenzitet
pojedinih deskriptora mirisa (intenzitetu mirisa, mirisa po mesu i mirisa po dimljenome),
intenzitetu boje miSi¢nog tkiva, prisutnosti kristala tirozina, gor¢ini i tvrdo¢i, dok je veci

intenzitet (p < 0,05) vlaznosti povrSine, slanosti i topivosti u BF6.

Dobiveni rezultati deskriptivne senzorske analize u korelaciji su s rezultatima analitickih
metoda provedenih u svrhu pracenja proteolitickih, lipolitickih 1 oksidacijskih procesa

tijekom proizvodnje dimljenoga prsuta.

Produljenje procesa zrenja u trajanju od 6 mjeseci dovelo je do dodatnog isusivanja misica
buta, distribucije soli i intenzivne proteolize. Posljedi¢no, doslo je do promjena fizikalno-
kemijskih karakteristika i porasta intenziteta pojedinih senzorskih svojstava, ponajvise boje
misiénog tkiva, promjene konzistencije misic¢a (omeksSavanje u BF i otvrdnjavanje u SM)

te porasta udjela vecine aromatskih spojeva.

Razlike u opsegu i tijeku fizikalno-kemijskih promjena, proteolitickih, lipolitickih i
oksidacijskih procesa i senzorskih profila istrazivanih misi¢a tijekom proizvodnje
dimljenoga prsuta prvenstveno su posljedica razli¢ite anatomske lokacije miSi¢a u butu

tijekom proizvodnije.
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19. Faza hladnog dimljenja ( < 22 °C) u proizvodnji prSuta utjecala je na prvenstveno na
formiranje specificnih senzorskih svojstava: karakteristicne boje 1 mirisa dimljenog prsuta
1 promjene aromatskog profila (porast ukupnih fenola), uz izraZeniji efekt u misi¢u SM.
Znacajniji utjecaj dimljenja na fizikalno-kemijske parametre i tijek proteolitickih i
lipolitickih procesa nije odreden. Moze se pretpostaviti kako su antioksidativne

komponente dima u odredenoj mjeri usporile oksidacijske procese, ponajvise u misi¢u SM.

20. Rezultati ove disertacije pruzaju uvid o tijeku biokemijskih procesa i njihovih interakcija
te doprinose razumijevanju utjecaja tehnoloske faze dimljenja na kompleksne biokemijske

procese koji se odvijaju u prsutu tijekom procesa proizvodnje.

21. U okviru ove disertacije po prvi puta je istrazen utjecaj produljenog zrenja na fizikalno-

kemijske, biokemijske i senzorske promjene dimljenog prsuta.

22. Dobivena saznanja pruzaju temelj za usmjeravanje procesa proizvodnje dimljenog prsuta

u svrhu standardizacije kvalitete i boljeg pozicioniranja proizvoda na trzistu.
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ZIVOTOPIS

Ivna Poljanec, mag. ing., rodena je 16.09.1991. u Zagrebu gdje je zavrSila osnovnu
skolu i IV. gimnaziju. Prehrambeno-biotehnoloski fakultet Sveucilista u Zagrebu zavrsila je

2017. godine s izvrsnim uspjehom, uz veliku pohvalu za uspjeh (magna cum laude).

Od ozujka do rujna 2018. godine radila je kao glavni tehnolog — pripravnik u
prehrambenoj industriji Klara d.d. u Zagrebu. Od rujna 2018. godine zaposlena je kao
doktorandica Hrvatske zaklade za znanost. Svoj istrazivacki rad provodi na Prehrambeno-
biotehnoloSkom fakultetu u Zagrebu kao asistentica na projektu HRZZ-a pod nazivom
,Primjena inovativnih metoda u pracenju proteolitickih, lipolitickih i oksidativnih procesa
tijekom proizvodnje prsuta” (HRZZ IP 2016-06) pod mentorstvom voditeljice projekta prof.
dr. sc. Helge Medi¢. Poslijediplomski doktorski studij upisala je 2019. godine na Prehrambeno-
biotehnoloskom fakultetu u Zagrebu i polozila sve ispite s izvrsnom ocjenom. Primila je
nagradu za najbolju prezentaciju rezultata istrazivanja u okviru doktorske disertacije na Danu
doktorata biotehni¢kog podrucja 2020. godine. Koautorica je sedam znanstvenih radova, od
kojih su tri iz skupine Al i Cetiri iz skupine A2. Sudjelovala je na nekoliko medunarodnih
znanstvenih skupova i usavr$avala se na specijalistiCkim radionicama iz statistike za programe

SPSS i programski jezik R.

Dobitnica je nagrade Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta za izniman doprinos u
znanstveno-istrazivackoj djelatnosti u znanstvenom polju prehrambena tehnologija za 2021.

godinu.
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Nagrade i priznanja:

2022: Nagrada za izniman doprinos u znanstveno-istrazivackoj djelatnosti — objavljen
znanstveni rad u najbolje rangiranom casopisu u prethodnoj godini (Prehrambeno-
biotehnoloski fakultet Sveucilista u Zagrebu), ,,Proteolysis and protein oxidation throughout
the smoked dry-cured ham process™ u znanstvenom ¢asopisu Food Chemistry (Poljanec, I.,
Marusi¢ Radov¢i¢, N., Petricevi¢, S., Karolyi, D., Liste§, E., Medi¢, H.) (doi:
10.1016/j.foodchem.2021.130207, Food Science & Technology, 7/143, Q1).

2020: Nagrada za najbolju poster prezentaciju rezultata istrazivanja u okviru doktorske
disertacije, pod temom ,,Proteoliticki, lipoliti¢ki i oksidacijski procesi tijekom proizvodnje
dimljenoga prSuta“, Dan doktorata biotehni¢kog podrucja 2020., SveuciliSte u Zagrebu,

Sumarski fakultet, 16.10. 2020.
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